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Salmonella enterica sérovar Typhi (Typhi) est une bactérie pathogène spécifique à 
l’homme. Typhi est l’agent étiologique de la fièvre typhoïde chez l’humain, causant plus de 
16 millions de nouveaux cas par année et plus de 600 000 morts. Il a été démontré que pour 
causer une infection systémique, Salmonella doit nécessairement survivre dans les 
macrophages de l'hôte. Paradoxalement, S. enterica sérovar Typhimurium, très apparenté à 
Typhi (près de 90 % d’homologie), n’a pas la capacité de se disséminer dans l’organisme 
humain et peut infecter plusieurs espèces animales. Nous avons antérieurement identifié 36 
gènes uniques à Typhi (absents chez Typhimurium) situés sur 15 régions différentes et 
exprimés sélectivement lors de l’infection de macrophages humains. Ainsi, l’une de ces 
régions a suscité notre attention, soit la région sty4217-4222 et plus particulièrement le 
produit du gène sty4221, une aminotransférase hypothétique. Ce dernier gène est d’intérêt dû 
à l’homologie qu’il détient avec une hémolysine connue (Hly) produite par Treponema 
denticola, possédant elle-même une activité d’aminotransférase. Chez T. denticola, Hly 
dégrade la cystéine et produit du H2S qui est toxique pour l’hôte. Notre hypothèse est que la 
spécificité d’hôte et la capacité de produire une infection systémique de Typhi sont dues à 
l’expression de gènes qui ne se retrouvent pas chez d’autres salmonelles. Le but de cette 
étude était donc de caractériser le gène sty4221 quant à son activité hémolytique, cytotoxique 
et tenter de déterminer son rôle dans la virulence de cette bactérie. Le gène sty4221 a été 
cloné sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’arabinose et exprimé par E. coli. 
L’activité hémolytique du clone a été déterminée par simple observation sur gélose sang. Ce 
clone a également permis d’observer l’effet cytotoxique du surnageant de culture sur 
différentes lignées cellulaires, par quantification de la relâche de LDH. Le gène sty4221 a été 
muté chez la souche sauvage de Typhi, ISP1820, l’implication pathogénique du gène a ainsi 
pu être étudiée. Des tests de phagocytose, d’invasion et de survie dans des macrophages 
humains ont été effectués, ainsi que des tests d’adhésion et d’invasion sur des cellules HeLa. 
Par ailleurs, une première tentative de purification de la protéine a été entreprise. En somme, 
nous savons maintenant que STY4221 a des propriétés hémolytiques, augmentées par la 
présence de cystéine. De plus, STY4221 a un effet cytotoxique sur les macrophages THP-I, 
mais aucun effet sur les HeLa. Or, sty4221 ne semble pas impliqué dans les étapes 
d’adhésion, d’invasion, de phagocytose ou de survie. La caractérisation de sty4221 permettra 
sans doute d’approfondir nos connaissances sur les toxines trouvées uniquement chez Typhi. 




Salmonella enterica serovar Typhi (Typhi) is a human restricted pathogen causing typhoid 
fever, a systemic infection. Annually, at least 16 million new cases with 600, 000 associated 
deaths are reported. It has been demonstrated that Salmonella has to survive in the 
macrophages of its host, in order to produce a systemic disease. This ability to cause a 
disseminated infection in human is unique to Typhi. Our laboratory had isolated 36 genes that 
were unique to Typhi (absent from Typhimurium’s genome), and that were expressed during 
human macrophages infection. One of these genes, sty4221, a putative aminotransferase, was 
of high interest since it shares sequence similarities with a known hemolysin (Hly), which 
also possesses an aminotransferase activity. That hemolysin is produced by Treponema 
denticola, it catabolizes cysteine and produces H2S, a toxic metabolite for the host. Our 
hypothesis is that host specificity and the ability to cause a systemic infection might be 
explained by the expression of genes that are not found in other salmonellas. The goal of this 
study was to characterize the gene sty4221, in terms of hemolytic and cytotoxic activity and 
to determine its role in virulence. The sty4221gene has been cloned in a vector under an 
arabinose inducible promoter and transformed in a strain of E. coli. The hemolytic activity 
has been investigated on blood-agar medium. To evaluate the cytotoxicity of the STY4221 
protein on human cultured cells, direct observation by photonic microscopy was done. The 
cytotoxicity activity on human cultured cells has been quantitatively measured with a lactate 
dehydrogenase release assay. Moreover, the sty4221 gene has been deleted in order to study 
its implication in the infection and the survival within human macrophages and for 
adhesion/invasion on epithelial. Protein purification was also attempted. We now know that 
protein STY4221 has a hemolytic activity that is enhanced by cysteine. Also, we proved that 
the expression of sty4221 has a cytotoxic effect on THP-I macrophages, but not on epithelial 
HeLa cells. Meanwhile, sty4221 does not seem to be important during adhesion, invasion, 
infection nor survival. The characterization of protein STY4221 might extend the list of 
known exotoxin of Typhi. 
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 1. Chapitre 1 : Revue de littérature 
1.1 Introduction 
Depuis les années 1940, l’opinion publique et même la communauté scientifique, 
jusqu’à récemment, ont voulu croire que la lutte contre les bactéries était gagnée. Or, 
il est évident que malgré la disponibilité de nombreux produits; antibiotiques, 
antiseptiques et autres bactéricides d’usage commerciaux ou résidentiels, les bactéries 
nous survivront. 
En effet, nous assistons, depuis quelques années déjà, à une démonstration de la 
versatilité et de l’omniprésence bactérienne. Ainsi, nous sommes aux prises avec de 
nombreux cas d’infections nosocomiales, souvent fatales. De plus, nous observons 
une recrudescence des infections que nous pensions avoir pratiquement éradiquées, 
tout comme l’apparition de nouvelles pathologies bactériennes. Qui plus est, certains 
antibiotiques que nous utilisions se voient maintenant inefficaces pour traiter des 
infections courantes, et cela est dû d’une part à l’utilisation que nous en faisions, mais 
également par les capacités évolutives et génétiques dont sont dotées les bactéries. 
De toute évidence, un nouvel effort devra être fait afin d’approfondir nos 
connaissances théoriques dans le domaine de la pathogenèse bactérienne. Et ce, non 
seulement par soif de savoir, mais également afin de s’outiller pour faire face à une 
problématique éminente.  
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1.2 Les Salmonelles 
1.2.1 Description 
Dès les premiers temps de la microbiologie, le genre Salmonella a suscité l’intérêt 
des chercheurs tout comme des cliniciens. D’une part, dû à sa grande diversité 
antigénique qui souleva nécessairement un défi taxonomique, et d’autre part, en 
raison des nombreuses maladies qui lui sont associées, tant chez l’humain que chez 
les animaux [6].  
Le genre Salmonella fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, dans la 
subdivision des gamma-protéobactéries [11], par ce fait même, elle s’inclut dans un 
groupe de bactéries très communes et largement répandues, au même titre que 
Shigella et Escherichia coli [6]. Ainsi, Salmonella partage près de 90% d’homologie 
de séquence avec Escherichia coli [6]. Conséquemment, certaines informations 
concernant le métabolisme de Salmonella découlent des découvertes faites chez E. 
coli [38]. Salmonella est un bâtonnet flagellé intracellulaire facultatif, un Gram 
négatif et un anaérobe facultatif. Cette bactérie a une croissance optimale à 37 °C et 
est dotée d’un métabolisme oxydatif ainsi que fermentatif [38]. Il est possible de 
distinguer Salmonella des autres bactéries entériques, entre autres grâce à son 
incapacité à métaboliser le sucrose et le lactose [38], mais également à sa production 
de sulfure d’hydrogène [38]. 
La classification du genre Salmonella a longtemps été déterminée par sérotypage 
des structures antigéniques O (lipopolysaccharide), H (flagelline) et Vi (capsule) [38]. 
Cette technique s’est avérée fort utile, à l’époque, lors de contrôles épidémiologiques 
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ou dans les plans de traitement clinique [6]. Dans le but de simplifier la 
nomenclature associée, il a été proposé (Le Minor et Popoff) de diviser le genre en 
deux espèces soit : Salmonella enterica et Salmonella bongori [86]. Salmonella 
enterica est composé de six sous-espèces (subsp.) soit : I, II, III, IV, VI, VII (voir 
figure 1); qui elles-mêmes incluent différents sérovars dépendant du sérotypage [38]. 
Or, ce système d’appellation est encore utilisé actuellement et l’on dénombre 
aujourd’hui plus de 2500 sérovars chez Salmonella enterica à elle seule [6, 115].  
 
Figure 1: Arbre phylogénétique de Salmonella.  
1) Acquisition du SST3-1. 2) Divergence des deux espèces de salmonelles. 3) Acquisition d’un 
système variable d’expression des flagellines. 4) Capacité à infecter les animaux à sang chaud. (Tirée 
et adaptée de : [8]et [117]) 
D’un point de vue médical, les salmonelles peuvent coloniser virtuellement tous 
les animaux, tels que : la volaille, les reptiles, le bétail, les rongeurs, les animaux 
domestiques et les oiseaux [103]. La propagation animal-animal et la contamination 
de la nourriture des animaux assurent le maintien d’un réservoir animal [103]. Chez 
l’humain, les principales sources d’infections résultent de la consommation de 
nourritures (volaille, œufs, produits laitiers, autres aliments par contamination 
croisée) ou d’eau contaminée ou via une propagation fécale-orale [103, 107]. Chez 
l’homme, les salmonelles sont généralement associées à quatre types de 
SST3 
Division de l’espèce 
Colonisation d’animaux à sang chaud 
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manifestations cliniques, soit : la gastro-entérite, la septicémie, la fièvre entérique ou 
encore une colonisation asymptomatique [103]. La distribution des salmonelloses est 
mondiale; dans les pays tempérés, on observe une recrudescence d’infection durant 
les mois les plus chauds de l’année [103]. Depuis 1997, le Québec s’est doté d’un 
programme de surveillance des infections à Salmonella sp. [19]. En 2006, le 
laboratoire de santé publique du Québec (LSPQ) a reçu plus de 900 souches, les 
sérotypes les plus fréquents étaient Enteritidis, Heidelberg et Typhimurium [19]. 
Parmi les souches isolées d’hémocultures, les sérotypes Typhi, Paratyphi B var. Java 
et SaintPaul étaient également retrouvés [19]. 
L’étude d’un tel micro-organisme est riche en retombées pour la communauté 
scientifique. D’une part, la conception d’un vaccin contre la fièvre typhoïde, une 
maladie mortelle, en serait nécessairement facilitée [34, 151]. D’autre part, les 
données accumulées sur la pathogenèse de Salmonella permettraient certainement de 
mieux comprendre les mécanismes utilisés par d’autres micro-organismes 
intracellulaires, tels que : Mycobacterium sp. ou Brucella sp. Parallèlement, des 
études sont en cours, utilisant Salmonella comme vecteur antigénique à titre de 
vaccin contre d’autres pathogènes [160]. 
1.2.2 Salmonella enterica  
Il est à savoir que 99% des cas de salmonelloses chez l’homme sont dues à une 
infection par Salmonella enterica subsp. I [38, 116]. Entre eux, les membres de ce 
sous-groupe diffèrent au point de vue de leur séquence génomique uniquement par 
environ un pourcent [6]. Cette sous-espèce englobe plusieurs sérovars possédant un 
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ancêtre commun ayant acquis la capacité de coloniser les vertébrés à sang chaud 
(voir fig. 1) [9, 38]. Cette caractéristique évolutive est déterminante au niveau de la 
santé humaine. La sous-espèce I de Salmonella enterica pourrait, en pratique, être 
subdivisée davantage en fonction du spectre d’hôtes. Ainsi, on regroupe sous 
l’appellation « généralistes » les sérovars capables d’infecter un grand nombre 
d’animaux différents et de provoquer différentes maladies [39]. Tandis que les 
souches infectant un nombre limité d’espèces animales seraient plutôt « hôte-
adaptés » [38].  Conséquemment, les sérovars qui infectent uniquement une espèce 
animale sont dits « hôte-spécifiques » [38].  Quelques représentants d’une telle 
subdivision, les mieux connus dans la littérature, sont décrits dans le tableau I [25, 39, 
141, 150]. 
Tableau I : Exemples de la diversité d’hôtes de Salmonella enterica. 




Les rongeurs, la volaille, le bétail, 
l’homme, les porcins, etc 
Choleraesuis Les porcins et autres hôtes occasionnels 
Dublin Les bovins et autres hôtes occasionnels Hôtes-adaptés 
Arizonae Les reptiles et autres hôtes occasionnels 
Typhi 
Paratyphi A et C 
Homme 
Hôtes-spécifiques 




1.2.3 Comparaison entre Typhi et Typhimurium 
Salmonella enterica sérovar Typhimurium (le nom Typhimurium sera désormais 
utilisé), dont la formule antigénique est : O : 01, 04, 05, 12; H : i : 01, 02 [38], a été 
nommé ainsi puisque cet agent causait des symptômes semblables à la fièvre typhoïde 
chez les souris (murium) [54, 65]. Typhimurium a la capacité de coloniser différents 
hôtes sans nécessairement être pathologique, tel qu’indiqué au tableau I. Il est 
également possible de retrouver ce sérovar sur des produits maraîchers ainsi que des 
produits transformés suite à une contamination par de l’eau souillée ou une 
contamination croisée respectivement [151]. C’est en 1880, que le docteur Karl 
Joseph Eberth fit la découverte du bacille typhique [1, 24], aujourd’hui connue sous 
le nom de Salmonella enterica sérovar Typhi (le nom « Typhi » sera désormais 
utilisé). Ce micro-organisme détient la formule antigénique : O : 09, 12; H : d; Vi + 
[109], est mobile grâce à des flagelles péritriches et ne produit pas de gaz lors de la 
fermentation du glucose ou autre sucre [11]. En plus, ce sérovar est auxotrophe pour 
les acides aminés cystéine et tryptophane. Dans la nature, cette espèce bactérienne est 
strictement retrouvée chez l’homme [38], donc il s’agit d’un pathogène hôte-




Figure 2: Génome de Typhi. 
Représentation graphique du génome de Salmonella enterica sérovar Typhi et ses îlots de 
pathogénécité  (SPIs) (Tirée de [109] et [110]) 
Évidemment, la grande majorité des notions que nous détenons sur la pathogenèse 
de Typhi sont des inférences provenant de ce qui a été observé pour Typhimurium 
dans un modèle de souris susceptibles ou des volontaires humains. Bien que ces deux 
sérovars aient un génome étroitement apparenté [6, 109, 147], des différences 
majeures subsistent, et ce, non seulement au niveau génomique, mais également dans 
l’expression de leur virulence respective. En 2001, les séquences génomiques des 
sérovars Typhi CT18 (Fig. 2) [109] et Typhimurium LT2 [93] sont enfin devenues 
accessibles et par le fait même ont facilité l’étude de ces deux micro-organismes. 
Nonobstant, près de 20% des gènes codants du génome de Typhi (Fig. 2) ont une 
fonction inconnue [109]. De plus, la disponibilité des deux génomes a permis de 
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mettre en évidence que le génome de Typhi était identique à celui de Typhimurium 
à 86,9 % [109]. D’un point de vue génétique, 601 gènes de Typhi étaient absents chez 
Typhimurium [109]. Étonnamment, 204 pseudogènes ont été découverts au sein de la 
séquence d’ADN de Typhi, alors que 145 de ces pseudogènes sont intacts et actifs 
chez Typhimurium [109]. De manière générale, des inversions, des insertions et des 
zones de répétitions dissemblables sont également observables entre le génome de 
Typhi et celui de Typhimurium [6]. De plus, Typhimurium possède un plasmide 
(pSLT) portant de nombreux gènes impliqués dans la virulence de ce pathogène [93, 
126]. Ce sérovar possède quatre séquences de prophages, dont deux phages 
lysogènes : Gifsy-1 et 2 qui contribuent également à la virulence de Typhimurium 
[45, 85, 126]. Le sérovar Typhi ne détient pas le vecteur pSLT, mais possède 7 
séquences de prophages dans son génome [20, 38, 109, 126]. Bien qu’apparentés, ces 
deux sérovars possèdent de nombreuses différences telles qu’en témoigne le tableau 
II. 
Tableau II : Principales différences entre Typhi et Typhimurium 
 Typhi Typhimurium 
Pathologie associée Fièvre Typhoïde (systémique) Gastro-entérite (localisée) 
Réservoir Porteurs humains asymptomatiques Volailles, bétail, etc 
Spécificité d’hôte Spectre étroit Spectre large 
Modèle d’étude animal Aucun Souris 
Îlots de pathogénicité identifiés 18 12 
Antigène Vi Présent Absent 
Plasmide de virulence (pSLT) Absent Présent 
Biosynthèse organique Auxotrophe Prototrophe 
Références :[11, 33, 109, 116, 128] 
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1.3 Les salmonelloses les plus communes 
1.3.1 Les gastro-entérites 
Les gastro-entérites sont une préoccupation importante de santé publique dans les 
pays industrialisés [103]. Cette affection localisée est due le plus fréquemment aux 
sérovars Typhimurium et Enteritidis [19, 23, 85, 103]. Chaque année aux États-Unis, 
plus de 1,4 million de nouveaux cas de salmonelloses de types entériques sont 
enregistrés et 40 000 sont confirmés en laboratoire [23]. Cette incidence est sous-
estimée, puisqu’il est ici question d’une indisposition qui se résorbe d’elle-même en 
peu de temps et pour laquelle les individus atteints n’iront pas consulter d’emblée 
[103]. Actuellement, le centre de contrôle des maladies infectieuses américain (CDC) 
est en alerte maximale, suivant l’évolution de ce qui pourrait être une épidémie 
multiétats d’intoxication alimentaire par Salmonella enterica sérovar SaintPaul, tel 
que le montre la figure 3 [23]. Des tomates contaminées provenant des États-Unis 
seraient en cause [23]. Le Québec s’est doté d’un programme de labovigilance des 
infections spécifiquement à Typhimurium en 1999 [19], lors de l’apparition du 
lysotype 104 résistant à de nombreux antibiotiques [19]. En 2006, des 964 souches de 




Figure 3: Épidémie de gastro-entérites dues à S. SaintPaul aux États-Unis. 
Prévalence des cas de gastroentérites causées par S. SaintPaul au 31 juillet 2008.  
(Tirée de : CDC : www.cdc.gov/Salmonella/saintpaul/) 
Une fois ingéré, Typhimurium traverse le tractus digestif, résiste à l’acidité 
gastrique et se rend au niveau de l’intestin grêle [19, 126]. À ce stade, Typhimurium 
adhère aux entérocytes et force son entrée dans la cellule où il s’y multiplie. Cette 
invasion provoque une vive réaction inflammatoire [35]. Typiquement, un afflux 
important de neutrophiles au niveau de l’iléus terminal et du colon est observé, tout 
comme une concentration élevée de neutrophiles dans les selles [94]. Ce type 
d’infection reste généralement localisée au niveau de l’intestin ou dans les ganglions 
lymphatiques mésentériques [85, 122]. Les diarrhées associées sont de types 
inflammatoires et peuvent s’accompagner de fortes crampes abdominales, de nausées, 
de myalgies et parfois de fièvre [103]. Rarement, il arrive que la bactérie rejoigne la 
circulation et cause un choc septique [126]. Toutefois, les enfants en bas âge, les 
personnes âgées ainsi que les personnes immunosupprimées sont plus à risque de 
développer des complications sévères. Les premiers symptômes peuvent survenir 6 à 
48 heures après l’ingestion de nourriture ou eau contaminées et la durée habituelle 
varie entre deux jours et une semaine [103]. Les gastro-entérites atteignent tous les 
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groupes d’âge et toutes les classes économiques. La prévention de ce type 
d’infection est en grande partie sanitaire, soit par l’inspection adéquate des aliments 
de consommation et l’éducation du public. 
1.3.2 La fièvre typhoïde 
1.3.2.1 Épidémiologie 
Typhi est l’agent étiologique de la fièvre typhoïde, une infection systémique 
chez l’homme [147]. Cette maladie demeure un problème persistant de santé publique 
majeur dans plusieurs régions de la planète (voir Fig. 4) [27, 34, 65]. Effectivement, 
l’organisation mondiale de la santé (OMS), estime qu’il y aurait entre 16 et 33 
millions de nouveaux cas par année auxquels seraient associés entre 500 000 et 
600 000 décès [151]. Une étude conservative a estimé qu’en 2000, il y aurait eu 22 
millions de cas et 216 000 décès en lien avec une infection par Typhi [27]. 
Globalement, l’incidence de la fièvre typhoïde serait très élevée (> 100 cas/100 000 
personnes-année) dans le centre-sud de l’Asie, dans l’Asie orientale, et possiblement 
dans le sud de l’Afrique. L’incidence serait moyenne (10-100 cas/100 000 personnes-
année) dans le reste de l’Asie, en Afrique, en Amérique Latine et en Nouvelle-
Zélande [34]. Des zones endémiques sont retrouvées dans ces régions, là où les 
réseaux sanitaires sont déficients ou voire absents [147]. Il n’est pas exclu que des 
épidémies de fièvre typhoïde puissent également survenir dans ces régions. 
Parallèlement, dans les pays industrialisés, cette infection systémique est rare et 
figure sur la liste des maladies à déclaration obligatoire au Québec [19]. La mortalité 
correspondant à cette infection varie en fonction de la région, mais des données 
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conservatives tendent à démontrer qu’elle se situe près de 1 % [28]. Pourtant, 60 à 
90 % des individus souffrant de la typhoïde ne recevront aucune aide médicale ou 
seront traités en consultation externe [110]. La plupart des patients atteints de fièvre 
typhoïde qui se présentent à l’hôpital sont des enfants ou des jeunes adultes âgés entre 
5 et 25 ans. 
 
Figure 4: Incidence mondiale de la fièvre typhoïde. 
Représentation géographique de l’incidence de la fièvre typhoïde dans le monde en 2000, par 100 000 
habitants. (Tirée de : [34]) 
1.3.2.2 Transmission et facteurs de risque 
L’être humain est le seul hôte naturel et réservoir de Typhi [38]. La dose 
infectieuse varie entre 103 et 106 [103]. La transmission de l’infection se fait via 
l’ingestion de nourriture ou d’eau contaminées dans les pays en voie de 
développement alors qu’en pays développés l’infection est souvent due à des porteurs 
chroniques, des voyages récents en zone à risque, ou du fait de travailler en 
laboratoire avec cette espèce [151]. Au Canada, la fièvre typhoïde figure au deuxième 
rang des infections de laboratoire le plus souvent signalées, 256 cas d’infection en 
milieu de travail ont été enregistrés, auxquels sont associés 20 décès [4]. Parmi les 
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autres facteurs de risque reconnus, notons que des antécédents d’infection à H. 
pylori seraient également associés à une augmentation de susceptibilité de l’hôte [13, 
144]. Contre toute attente, les gènes liés au HLA seraient également impliqués. Ainsi, 
HLA-DRB1*0301/6/8, HLA-DQB1*0201-3 et TNFA*2 sont associés à une plus 
grande susceptibilité à la fièvre typhoïde [36]. Contrairement à HLA-DRB1*04, 
HLA-DQB1*0401/2 et TNFA*1 qui semblent conférer une résistance à l’infection 
[36]. 
1.3.2.3 Pathogenèse 
Plusieurs sérovars de Salmonella enterica peuvent envahir la surface de la 
muqueuse intestinale. Toutefois, Typhi a évolué en acquérant la capacité de se 
disséminer à l’intérieur de l’organisme humain, pour ainsi infecter des tissus profonds 
[109]. Encore aujourd’hui, les mécanismes utilisés par Typhi lors de l’infection ne 
sont pas tous connus. Par contre, les grandes étapes de la pathogenèse de la fièvre 
typhoïde sont bien documentées. 
En premier lieu, l’entrée de Typhi dans l’organisme se fait par voie orale 
[151]. Une fois entré, Typhi chemine dans le tractus digestif, jusqu’au niveau de 
l’iléon terminal où le micro-organisme adhère à la muqueuse intestinale, 
probablement grâce à ses fimbriae et la diversité de ses adhésines [61]. Des études 
ont démontré que le récepteur cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
protein (CFTR) serait impliqué dans l’adhérence de Typhi [114]. Ainsi, une fois 
adhérées à la surface, les salmonelles sont aptes à traverser l’épithélium via trois 
routes différentes. Premièrement, les salmonelles ont la capacité de forcer leur entrée 
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dans les entérocytes non phagocytiques via une endocytose médiée par un système 
de sécrétion de type 3 (SST3). Ce système et ses effecteurs protéiques associés 
perturbent la membrane épithéliale causant une disparition des microvilli de 
l’épithélium intestinal et une ondulation (ruffling) de la membrane menant à 
l’internalisation de la bactérie (voir fig. 5). Un second moyen se fait via les cellules 
dendritiques retrouvées intercalées entre les entérocytes [15]. Or, Typhi semble avoir 
un tropisme pour les cellules M [78], cellules phagocytaires, situées au niveau des 
plaques de Peyers. Ces plaques sont en plus grands nombres dans la région de l’iléon 
terminal de l’intestin grêle. 
 
Figure 5: Invasion cellulaire par Salmonella enterica sérovar Typhimurium. 
S. Typhimurium (en rouge) utilise un SST3-1 pour forcer son entrée dans la cellule, une ondulation 
(ruffling) de la membrane (jaune) s’observe à ce moment. (Tirée de : Rocky Mountain Laboratories, 
NIAID, NIH) 
In vitro, Salmonella est capable de perturber les jonctions serrées entre les 
cellules épithéliales, provoquant le libre passage des ions, de l’eau et des cellules 
immunitaires; cela contribue à l’induction de la diarrhée [61]. Une fois à l’intérieur de 
la cellule M, Typhi a traversé la barrière intestinale sans interagir directement avec 
l’épithélium (voir Fig. 6-1). Ce phénomène pourrait expliquer pourquoi des troubles 
entériques sont rarement associés à la fièvre typhoïde. Cette invasion permettra à 
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Typhi d’atteindre le tissu lymphoïde intestinal, puis d’être drainé vers les ganglions 
mésentériques, et ensuite le conduit thoracique [12, 110]. Cette bactériémie primaire 
permet à Typhi d’atteindre le foie, la rate, la moelle osseuse et d’autres parties du 
système réticuloendothélial (voir fig. 6-2,3) où le micro-organisme survit dans la 
lignée monocytaire (monocytes, macrophages, cellules dendritiques, etc) [12, 65, 
110]. 
La survie et la réplication de Typhi se fait dans un compartiment cellulaire 
nommé Salmonella containing vacuole (SCV) dans les macrophages [124]. Pour ce 
faire, la participation d’un second SST3 et de nombreux autres facteurs de virulence, 
qui seront décrits plus loin, sont nécessaires. La persistance de Typhi dans les 
macrophages permet à la bactérie de se disséminer dans l’organisme [65]. Suite à la 
multiplication dans les macrophages, les bactéries sont à nouveau relâchées dans la 
circulation. Cette seconde bactériémie, est plus importante et est suivie par le début 
de la maladie soit 7 à 15 jours plus tard [110]. Une infection secondaire a lieu, les 
sites les plus communs sont le foie, la rate, la moelle osseuse, la vésicule biliaire et 
les plaques de Peyers (voir fig. 6-4) [110]. Contrairement à d’autres micro-
organismes, Typhi est reconnu pour sa capacité à persister dans l’hôte pour une 
longue période, et même pour toute une vie, si l’infection n’est pas traitée. 
Conséquemment, il est supposé que Typhi serait dans un compartiment cellulaire 
dans la vésicule biliaire, toutefois le type de cellule infectée n’est toujours pas connu. 
Une fois la vésicule biliaire colonisée, il est alors possible pour Typhi de regagner la 
lumière intestinale pour être excrété dans les fèces ou encore réinfecter les 
entérocytes (voir Fig. 6-5, 6) [110]. Une fois ce stade atteint, des ulcérations du colon 
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sont parfois observables, ce processus est souvent irréversible et mène à la mort du 
patient [110]. 
 
Figure 6: Le cycle de pathogenèse de Typhi. 
Schéma de la persistance de l’infection par Typhi. 1) Entrée dans les plaques de Peyers via les cellules 
M. 2) Inflammation, phagocytose et survie dans les macrophages. 3) Colonisation des tissus profonds 
(rate et moelle osseuse). 4) Colonisation parfois permanente des ganglions mésentériques ou de la 
vésicule biliaire. 5) Dissémination et réinfection des entérocytes via la bile. 6) Excrétion de la bactérie 
via les fèces. (Tirée et adaptée de : [99]) 
1.3.2.4 Sémiologie 
Dans les zones du globe où cette infection est endémique, les premiers 
symptômes de la fièvre typhoïde sont souvent confondus avec d’autres maladies 
tropicales répandues comme la dengue ou la malaria [147]. La sévérité de la maladie 
est dépendante de nombreux facteurs, tels que : la durée de la maladie avant 
l’initiation du traitement, le choix du traitement, l’âge du patient, les antécédents de 









d’antiacides ou encore l’état du système immunitaire, pour ne nommer que ceux-là 
[151]. 
L’ingestion de Typhi est habituellement suivie d’une période asymptomatique 
variable de 10 jours à un mois [110]. Le début de la bactériémie s’accompagne de 
fièvre et de malaise. De manière caractéristique, les patients se présentent avec de la 
fièvre, des symptômes s’apparentant à la grippe, des frissons, de la toux sèche, des 
céphalées, de l’anorexie, de la nausée et de la myalgie [110]. La fièvre associée à 
cette pathologie est initialement de faible intensité, mais augmente en intensité et est 
persistante durant la deuxième semaine (>38°C) et peut durer jusqu’à quatre semaines 
si elle n’est pas traitée [110]. Des tâches rosées, lésions érythémateuses d’environ 2 à 
4 mm de diamètre, peuvent également apparaître au niveau de l’abdomen et de la 
poitrine du patient [110]. Parmi les autres signes physiques observables à l’examen, 
l’on retrouve une sensibilité vague au niveau de l’abdomen, une hépatomégalie, une 
splénomégalie et une bradycardie relative. Ces signes physiques ne sont toutefois pas 
spécifiques à la maladie [110].  
Malencontreusement, 10 à 15% des patients atteints développeront des 
complications des suites de l’infection par Typhi [110]. Les probabilités sont d’autant 
plus grandes si l’individu a été malade pendant plus deux semaines. Plusieurs 
complications ont été décrites (voir Tableau III), néanmoins les plus communes 
demeurent les saignements gastro-intestinaux, la perforation intestinale et 
l’encéphalopathie [12, 110]. Généralement, 10% des patients en convalescence d’une 
typhoïde non-traitée excréteraient du Typhi dans leurs selles jusqu’à 3 mois post-
infection [110] et parfois plus qu’un an. Un à quatre pourcent de ces patients 
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deviendront des porteurs à long terme. Des cas de rechutes, moins sévères que 
l’infection première, sont aussi observés chez 5 à 10% des patients et surviennent 
généralement 2 à 3 semaines après la fin de la fièvre. La réinfection par une autre 
souche de Typhi est également possible. Jusqu’à 25% des porteurs chroniques n’ont 
pas d’antécédents de fièvre typhoïde [110]. Ces porteurs chroniques sont le plus 
souvent des femmes ou des personnes âgées ou encore des patients ayant des 
cholélithiases et ils sont asymptomatiques pour la plupart [151].  
Tableau III : Complications de la fièvre typhoïde. 


















(Tiré et adapté de : [110]) 
1.3.2.5 Traitement, diagnostic et prévention 
 À titre indicatif, l’incidence et la mortalité associées à la fièvre typhoïde sont 
comparables aux statistiques du cancer du col utérin causé par le virus du papillome 
humain (VPH) [34]. Or, contrairement au VPH, Typhi ne figure plus parmi les 
grandes priorités de santé internationale [34]. Plusieurs facteurs contribuent à cette 
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négligence apparente, tels que l’introduction d’antibiotiques peu coûteux sur le 
marché, la sous-estimation de l’importance réelle de la maladie, le caractère 
endémique de la maladie ainsi que l’absence de campagne de vaccination étendue 
pour la population cible [34].  
Actuellement, le plan de traitement recommandé par l’OMS inclut une 
réhydratation orale ou parentérale, l’utilisation d’antipyrétique et d’antibiotiques 
[151]. La mise en marché du chloramphénicol en 1948 [154], avait totalement 
révolutionné la gestion des cas de typhoïde aiguë, jusqu’en 1972 où des cas 
d’épidémies de souches résistantes ont été rapportées [14, 97]. Pendant de 
nombreuses années, le chloramphénicol, l’amoxicilline ou le trimethoprime-
sulfaméthoxazole constituaient l’éventail d’antibiotiques de première ligne 
disponibles dans le traitement de la typhoïde [151]. Cependant, l’avènement de l’ère 
des fluoroquinolones (ciprofloxacin, ofloxacin, fleroxacin, perfloxacin) permit de 
résoudre efficacement la problématique occasionnée par les souches de Typhi 
résistantes [151]. Ainsi, les fluoroquinolones sont aujourd’hui considérées comme 
étant le traitement optimal (98 % taux de guérison) contre la typhoïde. Elles 
possèdent de nombreux avantages; elles atteignent des doses actives dans les 
monocytes/macrophages et dans la vésicule biliaire; elles permettent une réponse 
thérapeutique courte (3 à 5 jours) et sont associées à un faible taux de récidives et de 
porteurs chroniques (<2 %). Or, des souches de Typhi résistantes à l’acide nalidixique 
(NARST) ont émergé (voir fig. 7); l’acide nalidixique est un marqueur de 
susceptibilité aux fluroquinolones [151]. L’acide nalidixique n’est jamais utilisée 
pour traiter la typhoïde [151]. Les céphalosporines de troisième génération ainsi que 
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l’azithromicine sont à l’heure actuelle des alternatives de traitement acceptables 
dans les cas de fièvre typhoïde non compliquée [151].  
 
Figure 7 : Distribution mondiale de la résistance de Typhi aux antibiotiques. 
Données recueillies de 1990 à 2004. (Tirée de : [12]) 
Les outils de diagnostic, peu variés, sont pratiquement les mêmes utilisés 
depuis près d’un siècle. Ainsi, les hémocultures, les tests sérologiques (Test de 
Widal) et les cultures de selles sont encore les tests standards utilisés [14, 147]. 
L’absence de tests diagnostiques fiables et peu coûteux nuit à l’estimation de 
l’ampleur réelle de l’impact de la fièvre typhoïde, tout comme à la gestion des cas 
prévalents. Plus souvent qu’autrement, le diagnostic de fièvre typhoïde est basé sur 
l’impression clinique du médecin [110]. Pourtant, les symptômes, tels que 
mentionnés plus haut, de cette maladie sont loin de lui être spécifiques. Il est à noter 
que la nature endémique de cette infection est un autre désavantage puisqu’elle ne 




Selon l’OMS, le moyen le plus économique et certain de réduire la 
propagation de la maladie serait encore l’installation de toilettes hygiéniques et 
l’élaboration d’un vaccin plus efficace, ne nécessitant pas de réfrigération [147, 151]. 
En premier lieu, la prévention contre la fièvre typhoïde passe nécessairement par 
l’accès à de l’eau potable non contaminée [151]. Aussi, l’éducation de la population 
est essentielle, le lavage des mains et la manipulation adéquate de la nourriture 
devraient lui être inculqués [151]. Les instances dirigeantes devraient voir à 
l’installation d’un réseau sanitaire approprié. Or, ces mesures simples peuvent 
s’avérer un investissement majeur, voire impossible pour certains pays. Un vaccin 
facilement accessible reste alors le seul espoir réaliste pour cette population. 
En 1896, le premier vaccin parentéral contre la typhoïde, composé d’une 
souche tuée, est introduit [40]. Ce premier vaccin s’avérait relativement efficace, 
toutefois il était associé à de nombreux effets secondaires importants, en grande 
partie liés aux lipopolysaccharides (LPS) présents. Par conséquent, il fut abandonné 
comme outil de santé publique [40]. En ce moment, il existe deux vaccins, 
sécuritaires, efficaces, licenciés et disponibles. L’un consiste en une sous-unité 
antigénique Vi alors que l’autre est composé d’une souche vivante atténuée de Typhi, 
Ty21a [151]. Le premier de ces vaccins contient des polysaccharides de la capsule, il 
est administré en une dose unique sous-cutanée et confère une immunité protectrice 
d’environ 70%, d’une durée variable d’au moins 3 ans [151]. Le second vaccin est 
administré par voie orale, sous forme de gélule à enrobage entérique ou d’une 
solution liquide. Trois ou quatre doses sont à prendre à deux jours d’intervalles, à 
jeun [151]. Ce vaccin ne peut être donné à des individus dont le système immunitaire 
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est compromis ou ayant reçu un traitement d’antibiotiques dans les sept jours 
précédant l’immunisation [151]. L’immunité protectrice que confère le vaccin Ty21a 
est discutable, son taux varie entre 53 et 96 % en fonction de la région où il est utilisé 
[151]. Ces vaccins constituent donc une mesure préventive qui s’avère beaucoup plus 
efficace et adaptée pour les voyageurs de passage dans ces régions endémiques.  
Un nouveau vaccin Vi, conjugué à l’exotoxine A recombinante de 
Pseudomonas aeruginosa (rEPA) à titre d’adjuvant, sera disponible dans quelques 
années. Les essais randomisés à double insu laissent présager un taux de protection de 
97% après deux ans. Alors que l’espoir d’un vaccin surgit, le nombre de cas de fièvre 
typhoïde causé par le sérovar Paratyphi A est grandissant surtout en Asie. Les vaccins 
à venir devront prendre compte de son importance grandissante [151].  
1.4 Relation entre l’hôte et le pathogène 
1.4.1 Mécanisme de défense de l’hôte 
Le corps humain a évolué de manière à posséder un arsenal important de défense 
contre les pathogènes de son environnement. En ordre, une bactérie pathogène qui 
entre par voie orale devra traverser le tractus intestinal et survivre à des milieux qui 
lui seront on ne peut plus hostiles. Ainsi, ce micro-organisme devra survivre aux 
enzymes digestives, telles que des protéases et des saccharidases, tout comme aux 
sels biliaires présents [61]. Le pH extrêmement acide de l’estomac sert généralement 
de barrière de défense efficace contre les bactéries exogènes. En outre, la surface de 
lumière intestinale constitue en lui-même un milieu restreignant se caractérisant par 
une osmolarité élevée et une diffusion d’oxygène limitée.  
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De plus, le système digestif est protégé par le système immunitaire inné via la 
sécrétion d’IgA, de peptides antimicrobiens et l’expression de Toll like receptor 
(TLR), pour ne nommer que ceux-là [61]. Les TLR sont des récepteurs 
transmembranaires reconnaissant des patrons moléculaires conservés associés à des 
pathogènes (PAMPs) tels que : les LPS, la flagelline, le peptidoglycane et des motifs 
nucléotidiques [96]. On retrouve dans le cytoplasme des nucleotide-binding 
oligomerization domain like receptor (NLRs), l’équivalent des TLR dans la cellule 
[54]. L’activation de ces récepteurs mène à une augmentation de l’expression de 
gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou de chimiokines. Ces 
récepteurs se retrouvent à la surface des cellules immunitaires B et T, les cellules 
présentatrices d’antigène ainsi que les cellules épithéliales. Quant aux peptides 
antimicrobiens (AMP), il s’agit d’un ensemble de molécules cationiques, d’une 
longueur variant entre 12 et 50 acides aminés, ayant une charge nette positive et 
composées jusqu’à 50% d’acide aminés hydrophobes [2, 22]. Ce groupe inclut entre 
autres : les défensines, les cathélicidines, les histatines, les neuropeptides et d’autres 
peptides n’ayant pas encore été caractérisés [2]. Les AMPs ont une activité 
antimicrobienne directe en s’intercalant dans la membrane bactérienne [2]. Mais elles 
peuvent également activer, modifier ou supprimer la réponse immunitaire de l’hôte 
[22, 157]. Le tractus gastro-intestinal contient plus de cellules productrices 
d’anticorps que la rate et les ganglions lymphatiques combinés, et il contribue 




Le système immunitaire acquis est aussi présent au niveau gastro-entérique. En 
ce sens, du tissu lymphoïde associé à la muqueuse (GALT) prévient l’invasion par 
des bactéries pathogènes. Ainsi, on retrouve des cellules T et B, des monocytes et des 
cellules dendritiques dans le tractus intestinal. Dans le même ordre d’idée, il est 
admis depuis longtemps que la microflore endogène pouvait servir de barrière 
physique et métabolique à la colonisation par un pathogène exogène [91]. 
Néanmoins, de plus en plus de chercheurs se penchent sur l’interaction 
bidirectionnelle qui existe entre la paroi intestinale et la microflore, et l’implication 
de cette dernière dans diverses pathologies telles que les maladies inflammatoires de 
l’intestin, le cancer colorectal, mais également dans la susceptibilité aux infections 
[75]. 
1.4.2 Facteurs de virulence 
Les bactéries pathogènes ont évolué de manière à pouvoir échapper aux 
mécanismes de défense de leur hôte, et cela, en grande partie grâce à différents 
facteurs. Une fois de plus, la majorité des notions que nous avons sur les facteurs de 
virulence découlent de découvertes faites à partir de modèles murins infectés par 
Typhimurium. Or il est raisonnable de s’attendre à ce qu’il y ait des différences dans 
le mode d’infection des deux pathogènes. Par exemple, tel que mentionné 
précédemment, Typhi a une faible propension à causer une diarrhée inflammatoire 
[65], alors qu’à l’instar de Typhimurium, Typhi exprime tout aussi bien un SST3-1, 
un SST3-2 et des PAMPs (voir sections suivantes). Ainsi, la motilité, la résistance 
aux pH acides et aux peptides microbiens, les fimbriae, les îlots de pathogénicité et la 
présence d’une capsule ne sont que quelques aspects dépeignant sommairement les 
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mécanismes dont dispose Typhi pour contourner la vigilance du système 
immunitaire de l’hôte. Un résumé des différents mécanismes utilisés par Salmonella 
pour contrer le système de défense de l’hôte est présenté dans le tableau IV. 
 
Tableau IV : Mécanismes utilisés par Salmonella contre les défenses de l’hôte. 
Environnement Facteur de stress Gènes induits Résultat 
Extérieur de 
l’hôte A 
Froid, Faible concentration de 
nutriments 
rpoS, csp Résistance générale au stress 
Estomac pH extrêmement acide rpoS, fur, ompR, 
phoP 
ATR 
Duodénum Bile phoP Modification de la membrane, et 
inhibition de l’invasion 
Diminution de la tension en 
oxygène 
fnr, arcA Métabolisme anaérobique 
Acides gras libres (AGL) rpoS ATR induit une réaction croisée aux 
AGL et résistance aux AMPs 
Bactériocines ? ? 
iléon 
Flore commensale  
(quorum sensing) 
sdiA, luxS Régulation de la virulence 
Surface 
épithéliale 
AMP phoP Modification des LPS, résistance au 
AMP dans le macrophage. 
Extérieur de 
l’hôte B 
Froid, faible concentration en 
oxygène et aérobiose 
csp, rpoS, arcA, 
fnr, oxyR, soxRs 
Résistance générale au stress 
(Tiré et adapté de : [125]) 
 
1.4.2.1 Motilité 
La motilité est un avantage évolutif. Salmonella possède entre cinq et dix 
flagelles, disposées aléatoirement, qui mesurent 5-10μm de longueur soit 5 à 10 fois 
la longueur totale de la bactérie [101]. La portion antigénique de cette structure est 
encodée par deux locus indépendants fliC et fliB [101]. Salmonella se distingue par 
son système complexe d’expression de ses flagellines, sous-unités majeures du 
flagelle [101]. Ces deux locus sont sous la gérance du gène réversible hin, ne 
D
irection de l’infection 
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permettant l’expression que d’un type de flagelline à la fois [133]. Le mécanisme 
d’alternance d’expression génique des flagellines est unique à Salmonella sp. [162]; 
les sous-espèces qui en sont capables (I, II, IIIb et VI) sont dites diphasiques : fliC 
étant la phase 1 et fliB la phase 2 [101]. 
Bien que Typhi appartiennent à la sous-espèce I, ce sérovar est monophasique 
[6, 7, 95] et n’arbore que la phase 1, fliC, qui encode l’antigène H :d [7]. Aucun 
équivalent de fliB n’a été retrouvé dans le génome de Typhi [7]. Toutefois, certaines 
souches de Typhi isolées en Indonésie ont la capacité d’exprimer un antigène H 
alternatif, soit H :j, et/ou la flagelline H :z66 [102]. Dans tous les cas, une variation 
de phase permet momentanément d’éviter le système immunitaire de l’hôte [46, 67]. 
En outre, il a été démontré que l’expression de fliC est diminuée par le régulateur tviA 
pour ainsi échapper à l’immunité innée médié par les TLR5 [29, 153]. 
In vitro, la motilité facilite l’invasion de cellules épithéliales pour Typhi et 
Typhimurium. Il est laborieux d’étudier la motilité et l’invasion isolément chez 
Typhi. En effet, une mutation au sein des gènes structuraux du flagelle, surtout fliA 
ou fliZ, mène à une diminution d’expression des gènes du premier îlot de 
pathogénécité de Salmonella (SPI-1) [37, 68, 89]. Cela expliquerait la diminution 






1.4.2.2 Résistance à l’acide et aux peptides 
antimicrobiens 
Au cours de sa pathogenèse, Salmonella fait face à un milieu acidifié à deux 
reprises, soit au niveau de l’estomac, puis dans le phagosome du macrophage. 
L’adaptation à ce stress acide est appelée acid tolerance response (ATR). Ce 
phénomène a été exhaustivement étudié et décrit chez Typhimurium, mais très peu 
d’informations ont été répertoriées quant à l’ATR de Typhi. Ainsi, Typhimurium peut 
survivre à des valeurs de pH aussi basses que trois, s’il a eu le temps de s’adapter à la 
baisse de pH. La protéine Fur, liée à la régulation du fer, et RpoS seraient également 
associées à la régulation de l’ATR chez Typhimurium [126]. Des études récentes ont 
identifié le système régulateur à deux composantes PhoPQ comme étant impliqué 
dans l’ATR chez Typhi et Typhimurium [118]. Ce système est composé d’un capteur 
kinase transmembranaire PhoQ, qui lorsque activé provoque la phosphorylation du 
régulateur cytosolique PhoP qui agit comme facteur de transcription [56]. Il a été 
démontré que PhoQ pouvait être directement activé par un pH acide et confère 
également une résistance bactérienne à la bile [125]. Il semblerait que la 
concentration de magnésium soit le signal environnemental contrôlant le système 
PhoPQ (voir fig. 8) [49]. Ce système à deux composantes contrôle l’expression de 
plus de 200 gènes dont la plupart sont des facteurs de virulence [100], il s’agit d’un 




Figure 8 : Régulation de la virulence par le système à deux composantes, PhoPQ. 
PhoP est un inhibiteur de la transcription du gène hilA, le régulateur de SPI-1 (1). La protéine PhoP 
contrôle les niveaux post-transcriptionnels du facteur sigma RpoS (mécanisme inconnu) (2). Ce 
système à deux composantes régule sa propre transcription et celle des transporteurs de magnésium 
codés par mgtA et mgtCB (3). Le système PmrA/PmrB est activé post-transcriptionellement par une 
faible quantité de magnésium via l’activation de la protéine PmrD (4), dépendante de PhoP. (Tirée et 
adaptée de : [56]) 
Le système PhoPQ ferait également partie du mécanisme de résistance aux 
peptides antimicrobiens produits par l’hôte [5]. Effectivement, la liaison d’AMP sur 
le capteur PhoQ conduit à une modification de la surface membranaire de la bactérie 
[41, 52, 105]. Une fois activé, PhoP régule les gènes pmrCAB qui sont en partie 
responsables du remaniement du lipide A (voir fig. 8) [119]. Ces modifications sont 
schématisées à la figure 9, elles incluent le raccourcissement des polymères d’hydrate 
de carbone des LPS, des changements par rapport à la charge nette des LPS et une 
altération du niveau d’acétylation du lipide A [119]. La transformation de ce dernier 
fait appel à de nombreuses protéines régulées par PhoP, telles que : PagL qui 
Survie dans les 
macrophages 
Invasion des cellules 







déacétyle, PagP qui catalyse l’addition de palmitate et PagQ (LpxO) qui hydroxyle 
le lipide A [119].  
En somme, ces différents ajustements ont pour effet net d’augmenter 
l’hydrophobicité de la membrane externe de la bactérie, la rendant par le fait même 
plus résistante aux AMPs et autres composés toxiques [119]. La modification du 
lipide A réduit par cent fois l’habilité du LPS à activer TLR4 [74]. Salmonella peut 
également utiliser une protéase membranaire, PgtE, capable de cliver les AMPs [18, 
55]. Cette protéase, régulée aussi par PhoPQ, affecterait également l’efficacité sérique 
du complément en clivant C3b, C4b et C5 [123]. 
 
Figure 9: Structure chimique du LPS de Typhimurium. 
Structure chimique d’un LPS et des sites de modification structurale en réponse aux peptides 
antimicrobiens. Ces changements incluent une diminution de longueur du polymère de l’antigène O, 
l’addition de phosphoéthanolamine (P-EtN), aminoarabinose, 2-déoxymyristate (2OH C14) ou de 
palmitate (C16) et déacétylation en position 3 (30H C14). La couleur des modifications est en fonction 
de la couleur des régulateurs qui les contrôlent. (Tirée de : [119]) 
1.4.2.3 Adhésion cellulaire 
L’adhésion aux cellules épithéliales est une phase décisive dans l’initiation de 
toutes infections bactériennes. Cette étape déterminante est rendue possible grâce 
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entre autres aux concours des flagelles, des fimbriae, des adhésines et des pili. 
Ceux-ci permettront une interaction étroite entre la cellule-hôte et le pathogène. 
Toutefois, pour atteindre la surface épithéliale de l’intestin, Typhi doit outrepasser la 
présence du microbiote qui le surpasse en nombre et qui a eu le temps de fort bien 
s’adapter aux conditions intestinales. Or, certains chercheurs tendent à démontrer que 
la microflore intestinale n’aurait pas nécessairement un rôle protecteur, mais pourrait 
jouer un rôle important dans la susceptibilité de l’hôte aux infections. Ainsi, 
l’épithélium intestinal exprimerait à sa surface le récepteur CFTR en réponse à un 
facteur produit par la flore commensale elle-même [91], de ce fait, le rendant plus 
susceptible à l’infection par Typhi. 
En effet, cela fait près d’une décennie que le premier domaine extracellulaire 
du récepteur CFTR a été identifié comme un domaine reconnu par Typhi [92, 114]. 
Or, contrairement à Typhimurium, très peu d’informations ont été colligées quant aux 
mécanismes moléculaires impliqués dans l’attachement cellulaire lors de l’infection 
par Typhi. Dans le cas-présent, il est connu que Typhi posséderait dans son génome 
14 opérons présomptifs d’adhésion désignés : bcf, csg, fim, saf, sef, sta, stb, stc, std, 
ste, stg, sth, tcf et pil [109]. Ces opérons codent, pour la plupart, pour des fimbriae de 
type « chaperone-usher », excepté l’opéron pil qui code pour des pili de type IVb et 
l’opéron csg code pour des fimbriae de type agrégatif [47]. Des 14 opérons cités ci-
haut, cinq ne se retrouvent pas chez Typhimurium, soient : sef, sta, ste, stg et tcf 
[109]. Il est intéressant de souligner que dans les cas de fièvre typhoïde, des anticorps 
contre trois systèmes de fimbriae ont été détectés par la technique in vivo induced 




Figure 10 : Structure de la membrane externe de Typhi 
Microscopie électronique à transmission, coloration négative, mettant en évidence les fimbriae (flèche 
noire) et flagelles de cellules de Typhi. (Gracieuseté de Chantal Forest) 
L’étude des fimbriae est d’autant plus problématique étant donné qu’au moins 
cinq des opérons, stg, sef, bcf, ste, sth, sont potentiellement considérés comme 
inactivés puisqu’ils portent des pseudogènes [109]. Par définition, un pseudogène est 
une séquence dont la structure nucléotidique est semblable à un gène fonctionnel, 
mais qui ne s’exprime pas [87]. Les mutations fréquemment responsables de cette 
inactivation, sont celles par déphasage (frameshift), générées par des insertions ou des 
délétions, ou encore des mutations non-sens [87]. Il est actuellement suggéré que ces 
pseudogènes seraient en majorité issus de transferts horizontaux de séquences 
nucléotidiques redondantes, inutiles et voire délétères pour la cellule hôte [88]. Il est 
certain que le séquençage peut amener des erreurs menant à la prédiction de 
pseudogènes. Par contre, il est aussi connu que l’emplacement de la mutation, au sein 
du pseudogène, pourrait permettre un certain degré d’expression et même de fonction 
d’une protéine [87]. L’hypothèse que ces mutations puissent être un mode de 
régulation, est selon moi valable. Par ailleurs, l’accumulation de pseudogènes est 
observés chez de nombreux agents pathogènes (M.leprae, Y. pestis, etc.) et serait relié 
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à la persistance de ces micro-organismes chez l’hôte [156]. Certains chercheurs 
croient que le grand nombre d’opérons de fimbriae inactivés pourrait expliquer la 
spécificité d’hôte de Typhi, voire son incapacité à infecter d’autres organismes [156].  
Toutefois, il a été démontré dans notre laboratoire que dans le cas de stg, 
l’opéron reste tout de même fonctionnel [47]. De plus, dans le cas de l’opéron fim, 
des différences subsistent même au sein du sérovar Typhi. En effet, cet opéron, 
codant pour un fimbriae de type I, est porteur d’un pseudogène chez la souche CT18, 
mais pas chez la souche Ty2 [137]. 
De tous les opérons codant pour des systèmes d’adhésion, l’opéron pil est 
celui qui a mérité le plus d’attention et qui a été décrit in extenso. Cet opéron est 
encodé sur un îlot de pathogénicité (SPI-7) et le pilus de type IVb qu’il produit se 
lierait spécifiquement au récepteur CFTR de l’hôte [139]. Typhi utilise ce pilus pour 
entrer dans les cellules épithéliales intestinales [92]. Parallèlement, un peptide 
dodécamère a été produit, le peptide R, qui se lie à la protéine PilS [155]. In vitro, ce 
dodécamère bloque l’adhésion et l’invasion de la lignée cellulaire de monocytes 
humains THP-I [155]. Il est incontestable que des études plus approfondies devront 
être entreprises afin d’augmenter notre compréhension de cette étape cruciale de 
l’infection, qu’est l’adhésion aux cellules. 
1.4.2.4 Salmonella Pathogenecity Island (SPI) 
Le concept d’îlot de pathogénicité (IP) a été introduit pour la première fois en 
1980 par Jörg Hacker et ses collaborateurs en Allemagne [128]. À l’époque Hacker et 
ses collaborateurs avaient réussi à démontrer que la délétion d’un IP rendait 
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avirulente la souche d’E. coli de type UPEC étudiée [77]. Ils ont alors stipulé qu’il 
s’agissait d’un mécanisme génétique de modulation de la virulence chez cette bactérie 
[77]. Depuis ce temps, de nombreuses études ont été effectuées afin de caractériser 
les gènes portés par ses IPs. 
Aujourd’hui, près d’une dizaine de spécificités générales sont prises en 
compte pour attribuer le nom d’îlot de pathogénicité à une séquence génomique 
[128]. De toute évidence, un PI comporte un ou plusieurs gènes de virulence, dans le 
cas échéant il s’agit plutôt d’un îlot génomique ou métabolique [128]. Aussi, un PI se 
retrouve habituellement uniquement chez la souche pathogène et n’est pas retrouvé 
chez les autres membres non pathogènes de son espèce [128]. Toutefois, ces îlots sont 
parfois instables et peuvent être perdus in vitro ou lors de l’infection [128]. La 
grandeur des PIs peut varier entre 10 et 200 kb [128]. De plus, le pourcentage en 
guanine et cytosine (G+C) diffère significativement du reste du génome [128]. La 
localisation des PI est également particulière, puisqu’ils se trouvent très souvent 
adjacents aux gènes d’ARNt et ils sont bordés par des éléments génétiques mobiles 
[128]. La structure des PIs est très hétérogène, de type « mosaïque », par rapport au 
reste du génome [128]. De nombreux logiciels et algorithmes sont maintenant utilisés 
afin d’identifier les PIs [142] que l’on retrouve chez plusieurs pathogènes tels que 
Yersinia sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp., etc. 
Chez Salmonella sp., ces îlots sont appelés Salmonella pathogenicity island 
(SPI) [132] et ils ne sont pas conservés chez toutes les sous-espèces [128]. Par 
conséquent, chez Typhimurium cinq SPIs ont été étudiés (SPI-1, 2, 3, 4 et 5) [128], 
tandis que chez Typhi on en dénombre aujourd’hui dix-huit [48, 142]. Chez ce 
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dernier, les SPIs les plus documentés sont SPI-1, SPI-2 et SPI-7; il en reste 
beaucoup encore à expliquer sur le rôle et la fonction exacte de ces SPIs lors de 
l’infection. 
Le premier îlot, SPI-1 est nécessaire dans les premiers moments de l’infection 
lors de l’invasion, c’est-à-dire lors de l’entrée forcée dans les cellules non 
phagocytaires. Cet îlot est retrouvé chez Salmonella bongori et Salmonella enterica. 
SPI-1, d’une grandeur de 40 kb, n’est pas associé à des ARNt et a une composition en 
G+C de 47% versus 52% pour le reste du génome [128]. Les gènes de SPI-1 codent, 
entre autres, pour les protéines nécessaires à l’assemblage d’un système de sécrétion 
de type 3 (SST3-1), une aiguille moléculaire permettant d’éjecter des protéines 
bactériennes directement dans la cellule cible (fig. 11) [128]. SPI-1 encodent 
également certaines protéines effectrices sécrétées par ce système, mais également 
des protéines impliquées dans l’acquisition de fer [128]. La régulation de l’expression 
de SST3-1 est un processus complexe qui n’est pas totalement élucidé, mais certaines 
évidences démontrent qu’elle serait dépendante de stimuli environnementaux. Les 
régulateurs impliqués sont surtout HilA, mais aussi HilD, HilC et InvF [128]. Parmi 
les facteurs environnementaux stimulant l’expression du SST3-1, on retrouve une 
faible tension en oxygène, une osmolarité élevée, un pH neutre [38, 128]. Ces 
conditions correspondent grossièrement à celles attendues à la surface des cellules 
épithéliales intestinales. Au moins treize protéines effectrices sont sécrétées par le 
SST3-1, soient : AvrA, SipA, SipB, SipC, SipD, SopA, SopB, SopD, SopE, SopE2, 
SptP, SspH1, SlrP [90]. De ces protéines, au moins six agissent directement ou 
indirectement sur la polymérisation d’actine [161]. Toutefois les gènes codant pour 
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ces protéines ne se retrouvent pas tous sur SPI-1, et peuvent être encodés ailleurs 
dans le génome ou sur d’autres SPIs [90]. L’invasion médiée par SPI-1 est associée à 
une forte réponse inflammatoire et une infiltration importante de neutrophiles, 
toutefois ce phénomène n’est pas observé chez Typhi [61, 159]. 
 
Figure 11: Système de sécrétion de type trois de Typhimurium. 
Microscopie électronique en coloration négative (a) et modélisation 3D électronique obtenue à partir 
de la cryomicroscopie (b) de la base d’un système de sécrétion de type trois purifié. (Tirée de : [61]) 
Le second îlot de pathogénicité, SPI-2 est trouvé uniquement chez S. enterica. 
La fonction de cet îlot est indispensable pour la survie ainsi que la réplication dans la 
vacuole contenant Salmonella (SCV), lors de l’infection systémique [61, 128]. Ainsi, 
il prévient la colocalisation des oxydases et des oxydes nitriques synthases et autres 
peptides antimicrobiens dans la vacuole infectée [128]. Le locus SPI-2 est stable, il 
mesure 40 kb et est associé au gène ARNt valV [128]. La structure de cette séquence 
est de type mosaïque séparable en deux portions. La première portion de 25 kb 
encode un second système de sécrétion, SST3-2; alors que la seconde portion de 15 
kb a une composition en G+C comparable au reste du génome [128]. De plus, cette 
dernière partie n’encode pas de gènes nécessaires à la fonction du SST3-2 [128].  
 
36
L’expression de SPI-2 est dépendante de l’environnement dans le 
phagosome. Effectivement, l’acidité et les peptides antimicrobiens seraient impliqués. 
Jusqu’à ce jour, l’on connaît plus d’une vingtaine de protéines qui seraient sécrétées 
par SST3-2 [119]. Les protéines effectrices de ce système de sécrétion permettent à la 
bactérie de modifier le trafic intracellulaire de l’hôte [140]. De même, cela permet de 
détourner des molécules métaboliques utiles, telles que des acides aminés et des 
lipides vers le SCV [61]. Les protéines effectrices sécrétées par SST3-2 les plus 
importantes dans la virulence sont : SifA, SseJ, SseF, SseG, SopD2 et PipB2 [61]. 
Ces protéines sont impliquées dans la formation de longs filaments membranaires 
(SIF) en partance du SCV, agrandissant ce dernier par le fait même [61]. Les souches 
mutantes pour SPI-2 sont très fortement atténuées quant à leur virulence [61]. 
 
 
Figure 12: Changements induits dans la cellule hôte par Salmonella enterica. 
A) Au contact de la cellule épithéliale, les salmonelles assemblent leur SST3-1 permettant l’injection 
de protéines effectrices (sphères jaunes) dans le cytoplasme de la cellule cible. Il en résulte alors un 
réarrangement du cytosquelette, via la polymérysation d’actine (sphères orange). 
B) Une fois internalisée, la salmonelle se retrouve dans un phagosome spacieux, qui rétrécira suite à la 
fusion avec le lysosome pour former la SCV. Il y a alors assemblage du SST3-2 qui permettra la 
sécrétion de protéines effectrices dans le cytoplasme. Ces protéines (sphères jaunes) agissent sur les 




Tableau V : Protéines effectrices sécrétées par SPI-1 et/ou SPI-2 de Typhimurium. 
Protéines 
effectrices Fonction cellulaire Cible intra-cellulaire 
SST3 de SPI-1 
Avra Inhibe la production NF-κB et IL-8 Inconnue 
SipA ou SspA 
Diminue la concentration de G-actine et augmente la stabilité de la F-




SipB ou SspB Lie et active la capsase-1 et induit l’autophagie des macrophages. Caspase  Cholestérol 
SipC ou SspC Nœud et noyau d’actine F-actine; cytokératine-8; cytokératine-18 
SopA Stimule la transmigration des PMN, activité ubiquitine ligase E3. Inconnue 
SopB ou SigD Active Cdc42, RhoG, AktA et la sécrétion de chlore par son activité phosphatase inositol, perturbe les jonctions serrées. Inconnue 
SopD 
Stimule l’accumulation de liquide dans l’anse iléale chez les bovins, 
contribue à la diarrhée chez le veau et à l’infection systémique chez la 
souris. 
Inconnue 
SopE Active Cdc42, RhoG et Rac1 (Activité GEF); perturbe les jonctions serrées. Cdc42, Rac1 et Rab5 
SopE2 Active Cdc42, RhoG et Rac1 (Activité GEF); perturbe les jonctions serrées. Cdc42 et Rac1  
SptP Inhibe Cdc42 et Rac1 (Activité GAP), la voie de signalisation MAPK et la sécrétion d’IL-8. Rac1 
SST3 de SPI-2 
GogB inconnue inconnue 
PipB inconnue inconnue 
PipB2 Contribue à la formation des Sif Kinésine-1 
SifA Induit la formation des Sif, assure l’intégrité du SCV et réprime le recrutement de kinésine au SCV SKIP et Rab7 
SifB inconnue Inconnue 
SopD2 Contribue à la formation des Sif inconnue 
SpiC Interfère avec le trafic endosomal Hook3 
SpvB ADP-ribosyltransférase spécifique à l’actine, réprime la formation de Sif Actin 
SseF/G inconnue inconnue 
Ssel ou SrfH Contribue à la dissémination Filamine; TRIP6 
SseJ Maintient l’intégrité du SCV et activité déacylase inconnue 
SseK1/2 inconnue inconnue 
SseL Déubiquitinase Ubiquitine  
SspH2 Inhibe la vitese de polymérisation d’actine et contribue à la virulence chez le veau. Filamine et profiline 
SteABC inconnue inconnue 
SST3 de SPI-1 et SPI-2 
SlrP Contribue à la virulence chez le veau inconnue 
SspH1 Inhibe la signalisation via NF-kB et la sécrétion d’IL-8, contribue à la virulence chez le veau et possède une activité ubquitine ligase PKN1 




SPI-7 d’une longueur de 134 kb est le plus grand îlot de pathogénicité 
trouvé chez les salmonelles [128]. Par contre, il a seulement été localisé chez Typhi, 
bien que des éléments génomiques semblables se retrouvent chez les souches 
Paratyphi C et Dublin. Cet îlot encode de nombreux facteurs de virulence tels que le 
locus du gène viaB nécessaire à la biosynthèse de la capsule (voir section suivante). 
On y trouve aussi la protéine SopE encodée par un phage et sécrétée par le SST3-1 
[128], tout comme un groupe de gènes essentiels à la biosynthèse d’un pilus de type 
IV. SPI-7 possède des propriétés semblables aux transposons conjugatifs, ce qui le 
rend mobile, voire instable et facile à perdre [128]. 
Il y a davantage de SPIs, que ceux décrits ici, retrouvés chez Typhi et d’autres 
salmonelles. Il est à noter que plusieurs gènes associés à des îlots de pathogénicité 
bien connus (SPI-1, SPI-2, SPI-3, SPI-4, SPI-5) sont inactivés chez Typhi, 
contrairement à ce qui est observé chez Typhimurium [6]. Cette perte de certains 
gènes associés à la virulence pourrait expliquer le spectre d’hôte étroit de Typhi [6]. 
1.4.2.5 Antigène Vi 
L’antigène Vi (virulence) se retrouve au niveau de la capsule de Typhi [17], 
c’est un polymère linéaire de α-1,4 (2-déoxy)-2-N-acide acétylgalacturonique, parfois 
O-acétylé en position C-3 [122]. Les gènes nécessaires à la production de l’antigène 
capsulaire Vi sont encodés dans le locus viaB sur SPI-7 [122]. Ce locus contient le 
gène de régulation tviA, les gènes de biosynthèse tviBCDE et les gènes nécessaires à 
l’exportation vexABCDE [143]. Typhimurium ne possède pas ce locus [122]. 
L’expression de SPI-1 et la capsule est inversement dépendante de l’osmolarité de 
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l’environnement, par l’activité des systèmes de régulation RcsB/RcsC et 
OmpR/EnvZ [3, 113]. Conséquemment, la capsule n’est pas exprimée dans des 
conditions de forte osmolarité [3]. 
Le polysaccharide Vi est exprimé lors de l’infection [122], et est typiquement 
retrouvé chez les souches isolées de patients atteints de fièvre typhoïde. Tel 
qu’attendu l’antigène Vi est immunogène lorsqu’utilisé comme vaccin [76, 122]. La 
présence de ladite capsule est associée à une augmentation du pouvoir infectieux de 
la bactérie. In vitro, les isolats de Typhi ayant perdu leur capsule, ont une plus grande 
propension à induire la production de facteur nécrosant (TNF-α) chez les 
macrophages humains (THP-I) et de cytokine IL-8 chez les cellules épithéliales 
intestinales (Caco-2) [64, 121]. Cette cytokine, IL-8, contribue au recrutement de 
neutrophiles au site d’infection [51]. Par le passé, il avait été admis qu’une capsule 
bactérienne agissait comme protection contre la phagocytose. Or, dans le cas de 
Typhi ce type d’évasion du système immunitaire serait inutile, puisque la survie dans 
les macrophages est une partie inhérente de sa pathogenèse.  
Aujourd’hui, trois hypothèses sont admises pour expliquer le rôle de 
l’antigène Vi dans la régulation de l’expression de l’interleukine 8. Premièrement, il a 
été démontré que l’antigène Vi réduit la production de la cytokine pro-inflammatoire 
IL-8 en interférant avec la stimulation des TLR4 et TLR5 par les flagelles et les LPS 
respectivement [122, 152]. Le mécanisme d’action impliqué n’a pas encore été 
révélé. Ainsi, l’antigène Vi pourrait bloquer physiquement l’interaction entre les 
PAMPs et les TLRs [98]. En second lieu, il a été décrit que l’antigène Vi purifié avait 
des propriétés anti-inflammatoires menant directement à une diminution de 
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production d’IL-8 par les cellules épithéliales [120, 131]. Pour finir, le régulateur 
TviA inhiberait également la transcription du gène fliC, le ligand de TLR5, effet qui 
pourrait également diminuer la cytokine IL-8 [153]. 
1.4.2.6 Toxines 
Les bactéries pathogènes ayant évolué en association étroite avec leur hôte, 
utilisent souvent des protéines ayant la propriété de moduler les fonctions cellulaires, 
afin que l’hôte devienne un milieu propice à leur survie et leur réplication [135]. Ces 
protéines sont dites effectrices, elles sont pour la plupart sécrétées directement, dans 
la cellule ciblée grâce à un SST3 [135]. De manière générale, certaines de ces 
protéines sont connues depuis des années, telles que la protéine SipB qui induit 
l’apoptose des macrophages [63]. Alors que d’autres n’ont pas encore de fonctions 
connues. Or depuis une décennie, l’on peut assister à la découverte de nouvelles 
exotoxines chez Typhi. Parmi ces toxines récemment découvertes chez Typhi, l’on 
retrouve notamment les protéines ClyA, CdtB, PltA et PltB.  
Il y a quelques années de cela, il n’y avait aucune évidence expérimentale de 
l’expression d’une toxine RTX-like ou de cytolysine chez Salmonella [108]. Par 
contre, l’avènement des séquences génomique complète de Typhi à permis 
d’identifier un cadre de lecture ouvert (ORF) codant ayant une grande homologie de 
séquence avec le gène clyA de certains E. coli pathogènes. Ce locus était conservé 
chez les sérovars Typhi et Paratyphi A, mais était toutefois absent chez Typhimurium 
et les autres sérovars [108]. ClyA (ou HlyE ou SheA) est une protéine de 34 kDa, le 
prototype d’une toute nouvelle famille de cytolysine. ClyA lyse les érythrocytes des 
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mammifères, est cytotoxique pour les cultures cellulaires de mammifères et induit 
l’apoptose des macrophages [82]. En outre, il a été rapporté que lors d’infection par 
Typhi ou par ParatyphiA, des anticorps circulants contre ClyA étaient retrouvés dans 
le sérum du patient [145]. Néanmoins, l’expression du gène clyA serait réprimée dans 
les conditions expérimentales. Cette toxine provoque une lyse cellulaire en formant 
des pores dans la cellule cible [66, 148]. De plus, l’excrétion de cette toxine est 
d’autant plus étonnante, puisqu’elle est exportée de la cellule via des vésicules de la 
membrane externe (OMV) [146]. Le rôle de ClyA dans la pathogenèse de la fièvre 
typhoïde n’a pas encore été expliqué. 
La protéine CdtB a pour particularité de n’être retrouvée que chez Typhi et est 
absente chez Typhimurium [109]. De plus, le locus codant pour cette protéine se 
trouve sur un îlot de pathogénicité qui n’est pas retrouvé chez les autres sérovars de 
Salmonella enterica [134]. La toxine de distension cytholétale (CDT) a été décrite 
pour la première fois chez Campylobacter jejuni et certaines souches 
enteropathogéniques de E. coli [58, 70]. Chez ces micro-organismes, le complexe 
CDT est composé de trois sous-unités distinctes : CdtA, CdtB et CdtC [84]. Les sous-
unités CdtA et CdtC forment un complexe nécessaire à la translocation de la sous-
unité active CdtB à travers la membrane de la cellule cible [58, 84]. Lorsque livrée à 
la cellule, CdtB est transportée au noyau, où son activité de DNase I provoque l’arrêt 
du cycle cellulaire en G2/M et une augmentation du volume nucléaire [83]. La 
protéine CdtB de Typhi partage 50% d’homologie de séquence d’acides aminés avec 
la protéine CdtB retrouvée chez C. jejuni et E. coli [58, 70]. Néanmoins, Typhi ne 
possède pas de ORF codant pour les sous-unités CdtA et CdtC [135]. L’analyse du 
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transcriptome de Typhi a permis de révéler que cdtB était fortement exprimé une 
fois la bactérie phagocytée [43]. Par contre, il a été démontré que cette protéine 
n’était pas sécrétée via aucun des deux SST3 de Typhi [58].  
Bienheureusement, le mystère de la sécrétion de CdtB a été élucidé. Ainsi, sur 
l’îlot de pathogénicité codant pour CdtB, deux autres gènes, codant pour les protéines 
PltA et PltB (pertussis-like toxine) ont été identifiés [16] et caractérisés. Ces gènes 
ont aussi une forte expression intracellulaire. La protéine PltA partage des similarités 
de séquences avec le domaine ADP-ribosyltransférase de la toxine pertussique [73]. 
Tandis que la protéine PltB partage des homologies de séquence avec la sous-unité B 
de la même toxine [73]. La toxine pertussique forme habituellement un complexe 
pentamérique [73]. Or dans ce cas-ci, PltA, PltB et CdtB forment un complexe 
trimérique inusuel [16, 135]. Les protéines PltA et PltB sont indispensables pour la 
sortie et l’activité toxique de CdtB en dehors du SCV [135, 136]. La sécrétion de ce 
complexe est autocrine et paracrine [16]. Dans les faits, il semblerait qu’une fois 
produit dans le SCV, CdtB est transporté dans le cytoplasme de la cellule vers le 
noyau [58] ou il peut être transporté vers le milieu extracellulaire pour intoxiquer 
d’autres cellules [16]. Dans les deux cas, le processus est dépendant des protéines 
PltA et PltB [16].  
Le génome d’au moins deux souches de Typhi étant complété [33, 109], des 
études approfondies seront nécessaires afin de mieux comprendre l’interaction entre 
ce pathogène et l’hôte. Les informations disponibles sont réellement insuffisantes 
quant aux protéines effectrices ou cytotoxiques impliquées lors de l’infection par 
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Typhi. Il faut croire que d’autres cytotoxines seront identifiées et caractérisées dans 
les années à venir. 
1.5 Méthodes d’identification de gènes exprimés in vivo 
Le meilleur moyen d’approfondir nos connaissances sur la pathogenèse de ce 
bacille infectieux serait encore d’établir un modèle animal pour l’étude de ce 
pathogène, mais Typhi est tellement adapté à l’être humain que ce sérovar a perdu la 
capacité de produire une infection transmissible chez d’autres espèces animales [147]. 
Il n’existe donc pas de modèle animal, éthiquement acceptable, pour ce micro-
organisme pathogène. L’apprentissage de nouvelles notions sur Typhi passe 
actuellement par l’utilisation de lignées de culture cellulaire humaine. 
Conséquemment, les macrophages humains constituent le principal modèle utilisé 
dans l’étude de la pathogenèse de Typhi, puisqu’il est connu que pour causer une 
infection systémique, Salmonella doit nécessairement survivre dans les macrophages 
de l’hôte. 
La disponibilité des séquences génomiques complètes des souches de Typhi CT18 
et Ty2 a permis de compléter les notions déjà connues grâce à l’utilisation de 
nombreuses techniques d’analyse génétique. D’une part, cela a permis d’effectuer des 
comparaisons bio-informatiques entre Typhi et d’autres bactéries dont les séquences 
génomiques étaient disponibles. Plus récemment, des biopuces ont également été 
utilisées afin de caractériser le patron d’expression génomique de Typhi lors de 
l’infection de macrophages humains [43]. 
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Dans le cas présent, seule la technique SCOTS (selective capture of transcribed 
sequence) sera décrite puisqu’elle a permis d’identifier le gène dont il sera question 
dans ce mémoire. 
Cette méthode est en fait une technique qui permet d’aller chercher 
spécifiquement des séquences d’ADN bactérien transcrites lors de l’infection (voir 
fig. 13). Ainsi à partir de tissus ou de cellules animales infectées par la bactérie à 
l’étude, il est possible d’effectuer une extraction d’ARN. Cet ARN est par la suite 
transformé en ADNc. Les amorces utilisées pour cette conversion ont deux parties, la 
première en 3’ est aléatoire, alors que la partie 5’ a une séquence connue qui agit à 
titre d’étiquette. Il est ensuite aisé d’amplifier par PCR la quantité d’ADNc obtenue 
en utilisant des amorces s’hybridant uniquement à la séquence étiquette. Une banque 
d’ADNc de base est ainsi créée. 
Ensuite, l’ADN génomique (ADNg) de la bactérie à l’étude est fragmenté et 
biotinylé, puis est préhybridé à de l’ADNc produit à partir d’ARN ribosomal cloné 
(ARNr) de l’hôte et de bactérie. Cette étape permet d’éviter la capture de transcrit 
d’ARNr, présents en excès dans la banque d’ADNc de base, puisque ses sites 
d’hybridation seront déjà occupés. La capture consiste à utiliser l’ADNg fragmenté, 
biotinylé et préhybridé comme sonde d’hybridation. Seul l’ADNc bactérien présent 
dans la banque de base devrait être en mesure de s’hybrider à l’ADNg. Puis à l’aide 
de billes magnétiques de streptavidine, il est possible de récupérer l’ADNc bactérien. 
L’ADNc isolé obtenu est à nouveau amplifié par PCR et constitue la seconde banque 
d’ADNc. Deux autres rondes des mêmes étapes sont effectuées, toujours en utilisant 
l’ADNc capturé dans la ronde précédente. Ces rondes successives, dites de 
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normalisation, permettent d’augmenter la diversité de l’ADNc recueilli 
puisqu’elles permettent d’amplifier le nombre de transcrits des gènes plus faiblement 
exprimés. La normalisation permet également de diminuer la quantité d’ADNc 
provenant d’ARNr. La banque d’ADNc finale est par la suite clonée et séquencée. 
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Figure 13 : Schéma des différentes étapes de SCOTS 
(Tiré et adapté de [30] et [53]) 
Une des options avantageuses de cette technique, c’est qu’il est possible de 
capturer spécifiquement les transcrits unique à une condition ou à une espèce. Ainsi, 
suite aux trois rondes régulières de SCOTS décrit ci-haut, il est possible de 
préhybrider l’ADNg fragmenté et biotinylé avec de l’ADNg fragmenté d’une autre 
espèce que l’on voudrait exclure ou encore avec de l’ADNc obtenue dans des 
conditions contraires à celles étudiées. Par exemple, pour identifier les gènes 
spécifiquement exprimés dans les macrophages humains, l’ADNg fragmenté et 
biotinylé a été préhybridé, à de l’ADNc produit à partir d’ARN exprimé in vitro [30].  
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Toutefois, comme toutes méthodes, cette technique comporte des désavantages. 
Effectivement, ce protocole repose sur une extraction efficiente d’ARN bactérien. Or, 
il est connu que l’ARN est une molécule hautement instable. Une fois l’ARN 
bactérien isolé, la proportion d’ARNr dépasse largement la population ARNm 
désirée. Cette disproportion est en partie contrée par la pré-hybridation avec de 
l’ADNr (voir fig. 13). De plus, la composition de la population d’ARNm obtenu est 
également variable, ce qui s’explique par l’expression différentielle d’ARNm. En 
conséquence, l’identification d’un gène qui est très faiblement transcrit est moins 
probable. De plus, l’étape de normalisation des transcrits élimine l’option d’évaluer 
l’expression génique différentielle. Ainsi, la seule conclusion qui peut-être tirée de 
cette technique est qu’un gène est exprimé ou non-exprimé. En ne tenant pas compte 
du temps d’optimisation des étapes de ce protocole, ce dernier s’avère tout de même 
long et fastidieux. 
1.6 Problématique et objectifs 
De nombreuses questions fondamentales par rapport à la pathogenèse de Typhi 
subsistent encore aujourd’hui sans réponses formelles. Ainsi, comment expliquer 
qu’à l’opposé des autres membres de S. enterica subsp. I Typhi n’a qu’un seul hôte, 
l’homme. Aussi, comment justifier que Typhi soit capable de causer une infection 
systémique, alors que Typhimurium, son plus proche parent, se limite qu’à une 
simple et brève infection localisée. Dans le laboratoire, nous avons tenté de répondre 
à ces questions. 
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Antérieurement, des recherches ont amené à constater qu’in vitro, Typhi 
survivait mieux dans les macrophages humains que murins et que le contraire était 
vrai pour Typhimurium [42, 129]. En outre, en effectuant la technique SCOTS [31], il 
a été possible de mettre en évidence 15 régions du génome de Typhi, absentes de 
celui de Typhimurium, et qui étaient exprimées à différents moments de l’infection 
[42].  
 Conséquemment, l’hypothèse soutenue est que la spécificité d’hôte et la 
capacité de survivre dans les macrophages humains observées chez Typhi, 
contrairement à Typhimurium, pourraient être expliquées par l’étude de gènes ou de 
régions uniques à Typhi. Ainsi, des 15 régions identifiées, la région sty4217-4222 a 
été choisie comme sujet d’étude dû à sa petite taille (5,8 Kb) qui se prêtait bien aux 
différentes études génétiques. Cette région, dont l’orientation est négative (voir fig. 
14), est composée de 5 gènes dont les fonctions respectives sont encore 
hypothétiques. Ainsi, d’après les séquences déduites d’acides aminés, on y retrouve 
un pseudogène (sty4217), une protéine se liant à l’ADN (sty4219), une protéine 
régulatrice (sty4220), d’une aminotransférase (sty4221) et une protéine membranaire 
(sty4222) [BLAST]. Cette région est d’autant plus intéressante, vu sa composition en 
guanine et cytosine. En effet, la composition moyenne en guanine et cytosine de 
l’ensemble du génome de Typhi est d’un peu plus de 50% [104]. Toutefois, la 
composition de la région à l’étude est inférieure à ce pourcentage. Or, cette différence 
origine habituellement d’un transfert horizontal de la séquence d’ADN [104]. De 
plus, cela soulève également des questions quant à la régulation probable de cet 
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opéron par la protéine H-NS (histone–like nucleoid structuring) [104, 112]. Par 




Figure 14 : Région génomique sty4216 à 4222. 
Composition en guanine-cytosine, orientation et localisation du gène sty4221 dans le génome de 
Typhi. (Source : colibase) 
Le gène sty4221 a soulevé notre intérêt puisqu’il a pour orthologue le gène hly 
de Treponema denticola (32,9 % d’identité de séquence sur 392 a.a.). L’orthologie 
désigne un gène homologue entre deux espèces différentes et dont l’emplacement 
dans le génome est équivalente. Cela n’implique toutefois pas une homologie de 
fonction. Le mécanisme d’action de la protéine Hly n’est pas encore connu, mais 
cette dernière a été caractérisée [26]. Ce gène code pour une hémolysine cystéine-
dépendante homologue à la famille des aminotransférases de classe I/II pyridoxal-
phosphate dépendant [26]. De manière générale, le pyridoxal-phosphate se combine à 
un acide alpha-aminé, pour former une molécule appelée base de Schiff ou 
intermédiaire d’aldimine. Ainsi, selon la réaction, la base de Schiff devient un 
substrat pour quatre types de réactions : la transamination, la racémisation, la 
décarboxylation et d’autres réactions dépendantes de l’enzyme. La transamination 
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consiste en une réaction réversible d’échange d’un groupement amine entre un 
acide alpha-aminé et un alpha-cétoacide [10, 111]. 
D’autre part, les hémolysines activées par la L-cystéine sont appelées les 
hémolysines activées par les groupements thiols [69]. Ce type d’hémolysines, dont la 
taille varie entre 52 et 60 Kda [69], ont des rôles prétendument semblables chez 
quatre genres de bactéries Gram positif soit : Streptococcus, Bacillus, Listeria et 
Clostridium [50]. Ces hémolysines agiraient en se fixant au cholestérol membranaire 
[69]. 
Le but de cette étude était donc de déterminer si le gène sty4221 est impliqué 
lors de l’infection et/ou de la survie à l’intérieur des macrophages. Mais, aussi de 
déterminer si le produit du gène sty4221, une fois cloné au sein d’une souche d’E. 
coli, possède bien une activité hémolytique, d’établir si cette dernière est dépendante 
de la présence de cystéine et de déterminer s’il possède un effet cytotoxique sur 
différentes lignées cellulaires humaines. 
 2. Chapitre 2 : Matériel et Méthodes 
 
Souches bactériennes, plasmides, milieu de culture et condition de croissance. 
Les souches bactériennes et plasmides utilisés dans cette étude sont énumérés au 
tableau VI. Les bactéries ont été cultivées en bouillon Luria-Bertani (LB) à 37 ºC, 
sauf indication contraire. Lorsque nécessaire, des antibiotiques, des acides aminés, ou 
des suppléments ont été rajoutés dans les concentrations suivantes : kanamycine, 
ampicilline, acide diaminopimélique (DAP), 50 μg/ml; le chloramphénicol, 34 μg/ml; 
et la cystéine 22 μg/ml. La transformation des souches bactériennes d’E. coli a été fait 
chimiquement selon un protocole calcium/manganèse [59] ou encore dans le cas de 
Typhi en utilisant l’électroporation tel que décrit précédemment [106]. Le plasmide 
pBAD18, portant un marqueur de résistance au chloramphénicol et un promoteur 
inductible à l’arabinose, a été utilisé comme vecteur de clonage [57] pour 
l’expression d’ADN de Salmonella Typhi (ISP1820). Le plasmide pET21a-d (+), 
portant un marqueur de résistance à l’ampicilline et un promoteur T7lac inductible à 
l’isopropyl-bêta-thio-galactoside (IPTG) a été utilisé comme vecteur d’expression et 
d’étiquetage (six résidus d’histidines) du gène sty4221. Le mutant DEF041 a été créé 
à partir de la souche de ISP1820, où la région sty4216-4222 a été délétée par un autre 





Tableau VI : Souches et plasmides sélectionnés utilisés dans le cadre de cette étude. 
Souche ou 
plasmide Caractéristiques Source ou référence 
 
Souches de S. enterica enterica serovar Typhi 
ISP1820  R. Curtiss III 
DEF041 ISP1820 Δsty4216-4222 Cette étude 
DEF436 ISP1820 Δsty4221 Cette étude 
DEF437 DEF436 (pSIF044) Cette étude 
DEF109 ISP1820 (pSIF044)  
 
Souches de E. coli 
BL21 (DE3) F
-ompT hsdSb(r-bm-b) gal dcmd (DE3) 
Hôte pour expression de protéine 
H. LeMoual 
DH5α supE44 ΔlacU169 (ø 80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
R. Curtiss III 
DEF438 DH5α (pSIF045) Cette étude 
DEF439 DH5α (pSIF044) Cette étude 
DEF440 BL21 (DE3) (pSIF061) Cette étude 




pCR2.1 Vecteur de clonage, haut nombre de copie, Ampr, Kanr Invitrogen 
pWSK29 Vecteur de clonage, faible nombre de copie, Ampr [149] 
pBAD18 Vecteur de clonage, nombre moyen de copie, Cm
r, 
inductible à l’arabinose 
[57] 
pET21a-d (+) Vecteur de clonage, nombre moyen de copie, Ampr,  Novagen 
pMEG-375 sacRB mobRP4 oriR6K, Cmr, Apr Megan Health (St. Louis, MO) 
pSIF043 pCR2.1 portant la région sty4221-4222 de 1,2 kb Cette étude 
pSIF045 pBAD18 portant le gène sty4221 de 1,2 kb Cette étude 
pSIF044 pWSK29 portant la région sty4216-4222 de 5,8 kb Cette étude 
pSIF061 pET21a-d (+) portant le gènde sty4221 de 1,2 kb Cette étude 
pSIF114 Vecteur suicide contenant un fragment de 260 pb constitué des extrémités 5’ et 3’ du gène sty4221 
Cette étude 
 
Clonage du gène sty4221. Le gène sty4221 a été amplifié à partir d’ADN génomique 
de ISP1820, et ce, à l’aide de l’Elongase (Invitrogen), afin d’assurer la précision de 
l’amplification. L’amorce 4221F-XbaI, qui contient un site de restriction XbaI 
souligné, (5 ’-GCTCTAGAATTCGGGTACTGGCTTGATGC-3’) et l’amorce 
4221R-Hind III (5 ’-CCCAAGCTTCATCTTAACTACAGCCAGAAG-3’) ont été 




et STY4221R PET -XhoI (5’-CCGCTCGAGAAAATACTTACTGAATGCCTT-
TTCC-3’). Les produits PCR ont par la suite été purifiés grâce la trousse de 
purification QIAquick PCR Purification kit (Quiagen). L’insert ainsi que le plasmide 
pBAD18 ont été digérés avec les enzymes de restriction HindIII et XbaI lors d’une 
incubation de 2 heures, à 37 °C. Le second PCR purifié et le plasmide pET21a-d(+) 
ont été digérés XhoI et NdeI suite à une incubation de 2 heures, à 37 ºC. Les produits 
de digestion, soit le gène sty4221 et les plasmides correspondants, ont été ligués à 
l’aide de la ligase T4 d’Invitrogen, à 16 °C, 16 heures. Ensuite, les produits de 
ligation PSIF045 et PSIF61 ont été utilisés pour transformer des cellules d’E. coli 
DH5α et BL21(DE3) respectivement, en utilisant un protocole de transformation par 
choc thermique [59]. Suite à la transformation, les géloses ont été incubées à 37 °C, 
16 heures. Afin de vérifier que les colonies obtenues portaient bien le vecteur 
recombinant, le même protocole PCR décrit plus tôt a été réalisé, ainsi qu’une 
extraction plasmidique (QIAprep Spin Miniprep kit de Quiagen) a été effectuée, afin 
de confirmer la présence du gène à l’étude au sein des clones utilisés. 
Construction d’une souche sérovar Typhi dont le gène sty4221 a été délété. Un 
vecteur suicide pour la délétion du gène sty4221 a été construit. Un fragment de 180 
bp de la partie 5’ de la fin du gène a été généré par PCRm à partir d’ADN génomique 
de ISP1820;  en utilisant l’amorce inSTY4221R-Del (5’-GCTCTAGAACGTGACT-
CCGGAACACC-3’) et l’amorce overSTY4221E2-Del (5’ACGATGGGCGCCACT-
TATCTTGTATGGGC-3’). Un second fragment de 180 pb de la région 3’ du gène a 
été produit par PCR en utilisant l’amorce inSTY4221F-Del (5’-GCTCTAGAACGT-
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GACTCCGGAACACC-3’) et l’amorce overSTY4221B2-Del (5’-ATAAGTGG-
CGCCCATCGTCATCAGTAAAGG-3’). Les deux fragments ont été ligués et clonés 
aux sites XbaI et BamHI (site de restriction souligné) du vecteur pMEG-375 [72]. Le 
plasmide résultant (pSIF114) a été utilisé afin d’effectuer un échange allélique entre 
le nouveau fragment et le gène sty4221. Le vecteur obtenu a été transféré de la souche 
E. coli MGN-617 à la souche de Typhi ISP1820 par une conjugaison de 16 heures sur 
gélose LB supplémentée en DAP. Les transconjuguants, ont été sélectionnés par 
croissance sur gélose LB sans DAP et additionnée de chloramphénicol. La sélection 
de mutants ayant subi un événement de délétion génique par recombinaison 
homologue s’est fait en utilisant une contre sélection sacB sur gélose LB additionnée 
de sucrose 5% et sans NaCl. La souche isogénique obtenue a maintenant une 
inactivation du gène sty4221 produit par une recombinaison homologue, tel que 
l’indique l’absence de résistance à l’ampicilline ou le chloramphénicol portée par le 
vecteur suicide, et par la délétion du gène sty4221, vérifiée par PCR. 
Clonage de la région sty4216-4222. La région sty4216-4222 a été amplifiée par PCR 
à partir d’ADN génomique de ISP1820, et ce, à l’aide de l’Elongase (Invitrogen) afin 
d’assurer la précision de l’amplification. Les amorces STY4216F (5’-
GTGTTTTTCGGTCTCATTTG-3’) et STY4222R (5 ’-AAATCGTGCCCGTC-
AATCTA-3’) ont été utilisées. Une fois les produits PCR purifiés, l’amplicon a été 
inséré dans le vecteur pCR2.1 (TOPO TA). Puis le vecteur résultant (pSIF043) ainsi 
que le plasmide pWSK29 ont été digérés XhoI et Sac I lors d’une incubation de 2 
heures, à 37 °C. Les produits de digestion, soit la région sty4216-4222 et le plasmide 
pWSK29 correspondant, ont été ligués à l’aide de la ligase T4 d’Invitrogen, à 16 °C, 
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16 heures. Ensuite, le nouveau plasmide (pSIF044) a été utilisé pour transformer la 
souche DEF436; où le gène sty4221 a été muté. Ainsi, le plasmide pSIF044 devrait 
restaurer le phénotype sauvage de la souche DEF436. Afin de vérifier les clones 
obtenus, le même protocole PCR décrit plus tôt a été réalisé, ainsi qu’une extraction 
plasmidique (QIAprep Spin Miniprep kit de Quiagen) afin de confirmer la présence 
du gène à l’étude au sein des clones utilisés. 
Analyse de données bio-informatiques. Les séquences d’acides nucléiques utilisées 
pour la conception des amorces proviennent des bases de données génomiques de 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Le site de colibase (http://colibase.bham.ac.uk/) a 
permis d’obtenir la séquence déduite d’acides aminés résultante de la traduction de la 
séquence nucléotidique, mais également de déterminer s’il existait des orthologues du 
gène sty4221 chez d’autres microorganismes. Afin de déterminer si le produit du 
gène sty4221 était sécrété dans le milieu, le logiciel de prédiction de signal peptidique 
PSORTvb 2.0.4 (www.psort.org) a été utilisé en cochant l’option bactérie Gram 
négatif. Pour comparer les séquences d’acides aminés avec les autres 
aminotransférases connues, le logiciel Clustal W (http://www.ch.embnet.org/sof-
tware/ ClustalW.html) à partir du site Swiss-protein a été utilisé. Enfin pour comparer 
les caractéristiques biochimiques de différentes protéines à celles du produit du gène 
sty4221, le logiciel ProtParam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) a été 
employé. 
Test de l’activité hémolytique. La souche DEF438 a été testée quant à sa capacité de 
produire une hémolyse. Pour ce faire, les souches (DEF438, pBAD18) ont été 
incubées à 37 °C avec agitation dans 5ml de Tryptic Soy Broth (TSB), toute une nuit, 
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jusqu’à l’atteinte de la phase stationnaire. Tous les tubes contenaient du 
chloramphénicol à une concentration de 34 μg/ml. Dans un premier tube servant de 
contrôle, du D-glucose (0,2 %) a été ajouté au bouillon de culture afin de réprimer la 
transcription du gène inséré dans le vecteur porté par DEF438, alors que du L-
arabinose (0,2 %) a été rajouté dans un second tube afin d’induire la transcription de 
l’insert. Aucun autre substrat n’a été rajouté dans le troisième tube où pBAD18 a été 
inoculé. Par la suite, 0,03 μl de la suspension bactérienne a été striée sur gélose sang 
de mouton 5 % (v/v) contenant du chloramphénicol. Les géloses ont ensuite été 
incubées 16 heures, à 37 °C et par la suite placées à 4 °C pendant 5 jours, puis ont été 
observées visuellement pour vérifier la présence d’hémolyse. 
Activation de l’hémolysine par les groupements thiols. Un test d’activité 
hémolytique a été effectué tel qu’expliqué plus tôt. Toutefois, 5 μl de la suspension 
bactérienne a été inoculée sur la gélose sang de mouton 5 % (v/v) contenant du 
chloramphénicol, sur laquelle 12 mM de L-cystéine a préalablement été étalé. Le tout 
a par la suite été incubé à 37 °C, pendant 16 heures, et placé à 4 °C pendant 5 jours. 
 
Test de l’activité cytotoxique sur différentes lignées cellulaires. Deux tubes de 5 
ml de suspension bactérienne DEF438, l’un contenant de l’arabinose (0,2 %) et 
l’autre du glucose (0,2 %), ont été cultivés à 37 °C dans du TSB, sans agitation, 16 
heures, puis ont été culottées à 8000 rpm pendant 10 min. Le surnageant a été 
recueilli, filtré à l’aide d’un filtre « low protein binding » (0,22 μm) et gardé sur 
glace. Le même principe a été respecté pour la suspension de cellules pBAD18. Dans 
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une plaque de 24 puits (plaque mère), le premier puits ne contenait que du milieu 
de culture complet RPMI 1640 (Wisent inc.) alors que les cinq suivants, de la rangé, 
contenaient une monocouche de 5 x 105 macrophages humains THP-1 (ATCC TIB-
202). Un duplicata a été effectué sur la seconde rangée. La même disposition a été 
respectée pour la plaque contenant 1 x 105 cellules HeLa par puits, toutefois le milieu 
de culture complet utilisé était du Dulbecco’s modification eagle’s medium 1X 
(DMEM) (Wisent inc.). Dans une proportion de 1 : 1, du milieu TSB a été rajouté 
dans les trois premiers puits, du surnageant filtré de pBAD18 dans le quatrième puits, 
du surnageant filtré de DEF438 réprimé dans le cinquième puits et du surnageant de 
DEF438 induit a été rajouté dans le dernier puits. Cette disposition à été répliquée sur 
la seconde ligne. En premier lieu, un test au bleu de trypan a été effectué après 48hrs 
afin de déterminer la viabilité des macrophages suite à cette exposition.  
Pour les deux lignées cellulaires (THP-I et HeLa), nous avons procédé à un 
suivi après 4, 8, 24 et 48hrs à l’aide du test de cytotoxicité 96-puits non radioactif 
offert par Promega. Cette technique permet de déterminer avec précision la relâche de 
la lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu à l’aide de la spectrophotométrie. 
Ainsi, 50 μl de surnageant de chacun des puits de la plaque mère ont été transférés en 
quadruplet dans une plaque de 96 puits, 50 μl de mélange réactionnel ont été rajoutés, 
puis incubée pendant 30 min à température ambiante, à l’obscurité. Suite à 
l’incubation, 50 μl de la solution d’arrêt (acide acétique 1 M) ont été rajoutés afin de 
mettre un terme à la réaction. La lecture de la plaque a été faite à 490 nm. La 
cytotoxicité a été calculée selon l’équation 1, cette équation a été modifiée pour les 
cellules HeLa vu la faible relâche de LDH (équation 1a). La relâche minimale 
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correspond aux cellules ayant été mises en contact uniquement avec du TSB 
exempt de toxines. La relâche maximale représente les cellules ayant été mises en 
contact avec du Triton-100X 0,9 %, soit une lyse totale. La relâche expérimentale 
correspond aux cellules ayant été mises en contact avec les différents surnageants 
étudiés. Une coloration Giemsa a également été effectuée sur les macrophages THP-1 
exposés pendant 48 heures au surnageant, puis observée au microscope photonique. 
Équation 1 : % cytotoxicité = 100 x (DO relâche expérimentale – DO relâche minimale) 
                                                               (DO relâche maximale - DO relâche minimale) 
 
Équation 1a) : % de cytotoxicité = (DO relâche expérimentale / DO relâche maximale) x 100 
 
Infection de macrophages humains. Les macrophages humains THP-1 ont été mis 
en culture dans du RPMI supplémenté contenant 12,5 ml de HEPES (acide N-2-
hydroxyéthyle pipérazine-N-2-éthanesulfonique à pH 7) 25 mM, 5 ml de L-glutamine 
4 mM, 50 ml de sérum de veau fœtal (SVF) 10 %, 5 ml d’acides aminés non 
essentiels 0,1 mM et 5 ml de pyruvate de sodium 1 mM pour 500 ml de RPMI. Pour 
l’infection, 5 x 105 macrophages sont ajoutés dans chacun des puits. Ces derniers 
adhèrent au fond du puits une fois activé par l’ajout de phorbol 12-myristate 13-
acétate (PMA) à une concentration finale de 10
-7 
M, 48 heures avant l’infection. Le 
milieu a été remplacé par du milieu de culture cellulaire frais après 24h. Les souches 
ISP1820, DEF436, DEF109 et DEF041 ont été incubées à 37 °C, 16hrs sans agitation 
en LB, jusqu’à l’atteinte d’une DO600 de 0.6 (3 x 108 CFU/ml). Les souches de Typhi 
ont par la suite été ajoutées à la monocouche de cellules THP-1 à une multiplicité 
d’infection (MOI) de 10 bactéries par monocyte, ce qui en pratique n’affecte pas la 
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viabilité cellulaire [43]. La plaque est centrifugée pendant 5 minutes pour 
synchroniser l’infection et est incubée à 37 °C, pendant 20 minutes dans une 
atmosphère de 5 % de CO2. Le surnageant a été enlevé et les cellules sont lavées 3 
fois avec du PBS à 37 ºC. Un volume de 1 ml de PBS-DOC 0,1 % (acide 
déoxycholique) a été ajouté pour lyser les cellules. Ce moment correspond au temps 0 
(T0). Dans les puits correspondant aux autres temps, du RPMI additionné de 
gentamicine 50 mg/ml a été ajouté, cela permet d’éliminer les bactéries non 
phagocytées. Ces étapes sont répétées de nouveau pour le temps 2 heures et 24 
heures. Les bactéries doivent être dénombrées pour la culture de départ, le T0, le T2 et 
le T24. Les infections ont été effectuées en duplicata à six reprises. Le taux de 
phagocytose correspond au nombre de bactéries présentes au T0 divisé par le nombre 
de bactéries initialement inoculées dans les puits. Le taux de survie à deux heures 
correspond au nombre de bactéries présentes au T2 divisé par le nombre de bactéries 
présentes au T0. Le taux de survie à 24 heures correspond au nombre de bactéries 
présentes au T24 divisé par le nombre de bactéries présentes au T2. 
Test d’adhérence et d’invasion. Les cellules épithéliales HeLa ont été mises en 
culture dans du DMEM. Ce milieu a été complété avec 10 % de sérum de veau fœtal 
inactivé à la chaleur, 25 mM d’acide N-2-hydroxyéthyle pipérazine-N-2-
éthanesulfonique à pH 7 et 4 mM de L-glutamine. Les cellules ont été réparties dans 
une plaque de 24 puits, à raison d’une concentration 2 x 105 cellules par puits. Les 
cellules sont maintenues à 37 °C, sous une atmosphère de 5 % de CO2, 24 heures 
avant d’être utilisées. Les souches ΙSP1820, DEF436 et DEF437 ont été incubées à 
37 ºC, 16 heures, sans agitation dans du LB-NaCl 0,3 M. Cette condition d’incubation 
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favorise l’induction des gènes codant pour SPI-1, nécessaire à l’invasion. Les 
bactéries ont crû jusqu’à l’atteinte d’une D.O.600 de 0,6. Une heure avant 
l’expérience, les cellules ont été lavées trois fois au tampon phosphate salin (PBS; pH 
7,4). Des bactéries ont été ajoutées à chacun des puits, selon une MOI de 20 bactéries 
pour une cellule épithéliale. L’expérience a été effectuée en triplicata et a été répétée 
trois fois. Les plaques sont centrifugées 5 minutes à 800 x g, afin de synchroniser le 
début de l’expérience. La plaque est par la suite, incubée 90 minutes, à 37 °C sous 
une atmosphère de 5 % de CO2, soit le temps alloué pour qu’il y ait adhérence aux 
cellules épithéliales. Une fois l’incubation terminée, les cellules sont lavées trois fois 
avec du PBS préchauffé à 37 ºC. Dans une première partie, les cellules sont lysées à 
l’aide d’un millilitre PBS-DOC 0,1%, pour ainsi récupérer les bactéries qui y ont 
adhéré. Ensuite, un millilitre de DMEM préréchauffé à 37 °C et supplémenté en 
gentamicine à 100 μg/ml est ajoutée dans les puits de la seconde partie de la plaque. 
La plaque est à nouveau incubée 90 minutes, à 37 °C sous une atmosphère de 5 % de 
CO2, soit 180 minutes postinfection le temps nécessaire pour permettre l’invasion des 
bactéries dans les cellules épithéliales. Une fois le second temps écoulé, les cellules 
sont également lysées, tel que décrit ci-haut. Les suspensions bactériennes recueillies 
sont ensuite diluées et inoculées sur géloses LB avec ou sans agent de sélection, en 
fonction de la souche bactérienne utilisée. Le nombre de colonies obtenu permet de 
calculer le nombre d’unité formatrice de colonie (CFU). Il est alors possible de 
calculer le taux d’adhérence et d’invasion puisque la CFU initiale est connue. Le taux 
d’adhérence est fonction de la CFU au temps 90 minutes sur la CFU initiale. Tandis 
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que le taux d’invasion se calcule en divisant la CFU au temps 180 minutes sur la 
CFU initiale. 
Expression et extraction de la protéine. Un bouillon de culture de DEF440, a été 
incubé à 37 °C, 16 heures avec agitation, dans du LB auquel de l’ampicilline a été 
ajoutée. Cette culture a été diluée 1 : 50 dans 5 ml de LB, suivant les mêmes 
conditions, afin d’initier une nouvelle culture en phase exponentielle. Une fois qu’une 
DO600 de 0,5 a été atteinte, 0,4 mM d’IPTG a été ajouté et la culture a été mise à 
30 °C avec agitation, pendant 3 heures. Les cellules ont été récoltées par 
centrifugation d’un millilitre de suspension bactérienne, 10 000 x g, à 25 °C, pendant 
une minute et le culot a été mis à sécher. Le culot a été resuspendu dans 100 μl de 
PBS et 100 μl de tampon d’échantillon SDS 4X (40% glycérol; 240mM Tris-HCl 
pH6,8; 8 % SDS; 0,04 % bleu de bromophénol; 5 % β-mercaptoéthanol) , et 
représente la totalité des protéines cellulaires. Le bouillon de culture induit restant (4 
ml) a été centrifugé à 10 000 x g, 10 minutes, à 4 °C, le culot et le surnageant ont été 
conservé. Un millilitre de surnageant a été recueilli, auquel 100μl d’acide 
trichloracétique (TCA), le tout a été incubé sur glace pendant 15 minutes. Les 
protéines de la fraction extracellulaire ont été obtenues en centrifugeant le surnageant 
à 14 000 x g, pendant 10 minutes, à 4ºC. Le culot a été lavé deux fois à l’acétone, 
puis a été mis à sécher 60 minutes à température ambiante. Le culot a été resuspendu 
dans 100 μl de PBS et 100 μl de tampon d’échantillon SDS 4X, et représente les 
protéines extracellulaires. Le culot obtenu de la culture induite a été congelé à -70°C, 
puis décongelé et resuspendu dans 1,4 ml de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl, 5% 
glycérol, 50 mM NaCl pH 8) et incubé à température ambiante, 20 minutes. La 
 
61
suspension a été centrifugée à 16 000 x g pendant 20 minutes, à 4 °C. Le 
surnageant recueilli (100 μl), représentant les protéines intracellulaires solubles, a été 
ajouté à 100 μl de tampon d’échantillon SDS 4X. Le culot obtenu lors de l’étape 
précédente a été lavé à deux reprises dans 500 μl de Tris-HCl (20 mM, pH 7,5). Le 
culot lavé a été resuspendu dans 250 μl de SDS 1 %, puis 100 μl de la solution a été 
ajouté à 100 μl de tampon d’échantillon SDS 4X. Cette dernière fraction représente 
les protéines insolubles ainsi que les corps d’inclusion. 
SDS-PAGE. La visualisation de la surexpression de la protéine STY4221 a été faite 
grâce à un gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) [127]. Les échantillons des 
différentes fractions cellulaires ont été incubés 5 minutes à 100 °C, avant d’être mis 
sur gel. Puisqu’il s’agissait d’une expérience préliminaire, la concentration protéique 
n’a pas été mesurée. Un gel de concentration à 6 % d’acrylamide (1,0 M Tris; pH 6,8) 
a été utilisé. Le gel de séparation était à 10 % d’acrylamide (1,5 M Tris, pH 8,8). La 
migration a été effectuée à 100V pour les premières 15 minutes, puis à 200V jusqu’à 
la fin de la migration. Le gel a par la suite été coloré au Bleu de Coomassie. 
 3. Chapitre 3 : Résultats 
Construction du plasmide recombinant. Afin de cloner le gène sty4221 dans le 
plasmide pBAD18, une approche par PCR a été mise à profit. Effectivement, les 
séquences nucléotidiques des amorces utilisées, STY4221 F et R, ont été conçues 
avec des sites de restrictions pour les enzymes de digestion XbaI (extrémité 5’) et 
HindIII (extrémité 3’). Parallèlement, ces sites de restriction sont également présents 
au site de clonage multiple du plasmide pBAD18. L’amplicon obtenu suite à 
l’amplification du gène sty4221, une fois digéré, a pu être inséré dans la bonne 
orientation au sein du vecteur plasmidique (fig.15B). Le plasmide pBAD18 a été 
utilisé; il permet de contrôler l’expression du gène qui est cloné en aval du promoteur 
pBAD, puisque ce dernier est régulé par le répresseur codé par araC. D’après 
Guzman et al. [57], une concentration aussi faible que 0,2 % de glucose ou 
d’arabinose permet d’avoir l’effet maximal désiré. 
En outre, la position exacte du promoteur du gène sty4221 n’étant pas connu, 
l’insertion de l’amplicon au sein du vecteur pBAD18 est d’autant plus un avantage. 
Ainsi, le gène sty4221 d’une taille de 1167 pb a été inséré dans le vecteur pBAD18 
d’une taille de 6 kb, le plasmide DEF438 résultant a donc une taille attendue 
d’environ 7,16 kb. D’autre part, l’absence d’homologue ou d’orthologue de sty4221 
chez E. coli (fig. 16B), a permis d’utiliser un protocole PCR pour vérifier la présence 
de l’insert au sein des clones obtenus. Il est donc supposé que la région sty4217-4222 
inclusivement, formerait un opéron. C’est dans cette optique que la région entière fut 
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insérée dans le vecteur de clonage à faible nombre de copies pWSK29 afin de 
préserver le promoteur natif du gène sty4221. 
 
    
Figure 15 : Plasmide inductible à l’arabinose et clone. 
A) Représentation du plasmide pBAD18 et B) représentation de l’insertion du gène sty4221 dans 
pBAD18 pour former le nouveau plasmide pSIF045. En mauve le promoteur pBAD. 
Analyse de données bio-informatiques. Selon le cadre de lecture ouvert identifié 
dans la séquence d’acides nucléiques clonée, le gène sty4221 pourrait coder pour une 
protéine dont le poids moléculaire serait de 44539,5 Da. La protéine déduite de la 
séquence d’acides aminés aurait un point isoélectrique (pI) calculé de 5.18 et ne 
posséderait pas de longue région d’acide aminé hydrophobe, ce qui suggère qu’il 
s’agirait d’une protéine non-membranaire. Sept résidus de cystéines ont été 
comptabilisés dans la protéine issue du gène sty4221 (fig. 22), ces derniers sont 
souvent reliés à une activité hémolytique. Les caractéristiques de la protéine à l’étude 
ont été résumées dans le tableau VII. Aucun gène orthologue à sty4221, provenant de 




qu’attendu aucune homologie n’a été observée entre Typhi et Typhimurium pour la 
région sty4216-4222 (fig. 16A) ni avec E. coli (fig. 16B). Pour ce qui est de la 
localisation du produit du gène sty4221, le logiciel PSORTvb 2.0.4 a détecté la 
présence d’un signal peptidique dans la séquence d’acides nucléiques. Toutefois, 
aucune prédiction spécifique n’a été faite sur la localisation de la protéine. Toutefois, 
le logiciel prévoit qu’il y ait une grande probabilité que la protéine se retrouve dans la 
membrane extérieure ou à une probabilité plus faible qu’elle soit sécrétée à 
l’extérieure de la cellule bactérienne.  
Tableau VII: Comparaison des caractéristiques biochimiques de la protéine STY4221 et Hly à 
partir de leur séquence d’acides aminés déduite.  
Caractéristiques testées STY4221 (Typhi) 
Hly 
(T. denticola) 
Nombre d’acides aminés 388 399 
Poids moléculaire 44 kDa 45 kDa 
Point isoélectrique théorique pH 5.18 pH 6.14 
Moyenne d’hydrophobicité  -0.285 gravy - 0.366 gravy 







Figure 16 : Comparaison du génome de Typhi à celui de Typhimurium et E. coli. 
Comparaison par alignement PROmer de la région sty4216-4222 de Typhi avec le génome de A) 
Typhimurium et B) E. coli.  
Le produit du gène sty4221 est également une aminotransférase. Lors des 
recherches d’orthologues, la plupart des séquences obtenues appartenaient à la famille 
des aminotransférases pyridoxal-phosphate-dépendantes. Parmi les micro-organismes 
ayant montré le plus fort pourcentage d’identité, se trouve : T. denticola (32,9 % dans 
392 a.a.) pour sa protéine Hly et E. coli pour sa protéine MalY (25,3 % dans 387 
a.a.). MalY est une enzyme pyridoxal-phosphate-dépendante ayant une activité βC-S 
lyase, qui régule les besoins cellulaires en méthionine [158]. Les séquences d’acides 
aminés de ces protéines ont été comparées à celle du gène sty4221, ainsi qu’à celle de 
deux autres aminotransférases à titre indicatif, soit la protéine PatB de B. subtilis et 
une aspartate aminotransférase de bacilles thermophiles. Une fois les cinq séquences 
alignées, 17 résidus d’acides aminés se sont avérés invariants pour les cinq séquences 









lorsque différentes aminotransférases pyridoxal-phosphate-dépendantes sont 
alignées (surlignés vert). Parmi ces résidus, se trouve la lysine (K) à laquelle le 
cofacteur pyridoxal-phosphate se fixe. 
STY4221               -MKYDFNEIYQR--IASEKWEYDSVIN---GFPVIPMSVADTDLVSPVEVRQALIEVCNR 
hly                   -MIYDFTTKISRKNLGSLKWDLMYSQNPEVGNEVVPLSVADMEFKNPPELIEGLKKYLDE 
malY                  --MFDFSKVVDRHGTWCTQWDYVADRFG--TADLLPFTISDMDFATAPCIIEALNQRLMH 
PatB                  ---MNFDKREERLGTQSVKWDKTGELFG--VTDALPMWVADMDFRAPEAITEALKERLDH 
aminotransferase      MKELLANRVKTLTPSTTLAITAKAKEMKAQGIDVIGLGAGEPDFNTPQNIMDAAIDSMQQ 
                                                        : :  .: ::  .  : :.  .   . 
 
STY4221               REFGYPAY--HDDFKDVLASWYDRYYDWRPDTADIIETPPLLMTMGAFIRGMTQCNESVV 
hly                   TVLGYTGP--TEEYKKTVKKWMKDRHQWDIETDWIINTAGVVPAVFNAVREFTKPGDGVI 
malY                  GVFGYSRWK-NDEFLAAIAHWFSTQHYTAIDSQTVVYGPSVIYMVSELIRQWSETGEGVV 
PatB                  GIFGYTTP--DQKTKDAVCGWMQNRHGWKVNPESITFSPGVVTALSMAVQAFTEPGDQVV 
aminotransferase      GYTKYTPSGGLPALKQAIIEKFKRDNQLEYKPNEIIVGVGAKHVLYTLFQVILNEGDEVI 
                          *.          .:    .       ..  :         :   .:   : .: *: 
 
STY4221               VMTPVYHSFARTIRENHRAVTECDLLRDENNHYTIDFEKLEDTCSRPENKILIFCNPHNP 
hly                   IITPVYYPFFMAIKNQERKIIECELLE-KDGYYTIDFEKLEKLSKDKNNKALLFCSPHNP 
malY                  IHTPAYDAFYKAIEGNQRTVMPVALEK-QADGWFCDMGKLEAVLAKPECKIMLLCSPQNP 
PatB                  VQPPVYTPFYHMVEKNGRHILHNPLLE-KDGAYAIDFEDLETKLSDPSVTLFILCNPHNP 
aminotransferase      IPIPYWVSYPEQVKLAGGVPVYIEATS--EQNYKITAEQLKNAITDKT-KAVIINSPSNP 
                      :  * : .:   :.                  :     .*:        . .:: .* ** 
 
STY4221               VGRCWTEEEVRKVAAIAQKTGTILISDEIHADFVYDEKCYTPVMKAA-ENLNG-IIVFLS 
hly                   VGRVWKKDELQKIKDIVLKSDLMLWSDEIHFDLIMPGYEHTVFQSID-EQLADKTITFTA 
malY                  TGKVWTCDELEIMADLCERHGVRVISDEIHMDMVWGEQPHIPWSNVARGDWALLTS---- 
PatB                  SGRSWSREDLLKLGELCLEHGVTVVSDEIHSDLMLYGHKHTPFASLS-DDFADISVTCAA 
aminotransferase      TGMVYTREELEDIAKIALENNILIVSDEIYEKLLYNGAEHFSIAQISEEVKAQTIVINGV 
                       *  :. :::  :  :  . .  : ****: .::     :    .                
 
STY4221               GGKLFNIGGIFSSYVFTADPVFKKQMAVVLKELHFQP--TAFAHEAAYAGYKYYHDYREE 
hly                   PSKTFNIAGMGMSNIIIKNPDIRERFTKSRDITSGMPF-TTLGYKACEICYKECGKWLDG 
malY                  GSKSFNIPALTGAYGIIENSSSRDAYLSALKGRDGLSSPSVLALTAHIAAYQQGAPWLDA 
PatB                  PSKTFNIAGLQASAIIIPDRLKR-AKFSASLQRNGLGGLNAFAVTAIEAAYSKGGPWLDE 
aminotransferase      SSKHSMTGWRIGYAAGNADIINAMTDLASHSTSNPTTASQYAAIEAYNGPQDSVEEMRKA 
                        *               :                       .  *     .      .  
 
STY4221               VVNHIRKMQIKLVNGLNNMPYPVKANLPEATYLVWADFNDTGWSGDRIQEFLVQDAGLGF 
hly                   CIKVIDKNQRIVKDFFEVNHPEIKAPLIEGTYLQWIDFRALKMDHKAMEEFMIHKAQIFF 
malY                  LRIYLKDNLTYIADKMNAAFPELNWQIPQSTYLAWLDLRPLNIDDNALQKALIEQEKVAI 
PatB                  LITYIEKNMNEAEAFLSTELPKVKMMKPDASYLIWLDFSAYGLSDAELQQRMLKKGKVIL 
aminotransferase      FESRLETIYPKLSAIPGFKVVKPQGAFYLLPDVSEAAQKTGFASVDEFASALLTEANVAV 
                          :                  :      . :          .   : . :: .  : . 
 
STY4221               NRGDQFGVAGTGFARINCGVPESRIDEALSRLEKAFSKYF----- 
hly                   DEGYIFGDGGIGFERINLAAPSSVIQESLERLNKALKDLKNRHLK 
malY                  MPGYTYGEEGRGFVRLNAGCPRSKLEKGVAGLINAIRAVR----- 
PatB                  EPGTKYGPGGEGFMRLNAGCSLATLQDGLRRIKAALS-------- 
aminotransferase      IPGSGFG--APSTIRISYATSLNLIEEAIERIDRFVK-------- 
                        *  :*  . .  *:. . .   ::..:  :   .          
Figure 17 : Alignement de la séquence d’acides aminés de l’hémolysine STY4221 et autres 
aminotransférases.  
Les acides aminés ayant une position identique dans les 5 séquences sont soulignées d’une étoile. Les 
quatre résidus préalablement rapportés comme invariants chez les aminotransférases sont surlignés en 
vert, et les positions surlignées en bleu sont celles généralement retrouvées dans la plupart des 
aminotransférases. STY4221, gène de Typhi; Hly, hémolysine de T. denticola; MalY, protéine MalY 
de E. coli; PatB, protéine PatB de B. subtilis; aminotransférase, aspartate aminotransférase. Les résidus 
de cystéines de la séquence de sty4221 sont marqués en bleu foncé. 
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Test de l’activité hémolytique. Dans l’optique de déterminer si le produit du gène 
sty4221 possédait bien une activité hémolytique, le gène a entièrement été cloné au 
sein du plasmide pBAD18, puis transformé dans E. coli. Ce vecteur permet de 
contrôler l’expression des gènes clonés au sein du site de clonage multiple. Ainsi, à 
titre de témoin négatif une culture de DEF438 a été incubée en présence de glucose 
afin de réprimer l’expression du gène sty4221, alors qu’une autre culture de DEF438 
a été incubée en présence d’arabinose. Conséquemment, suite à la striation des 
différentes suspensions sur gélose sang de mouton, une zone d’hémolyse n’a été 
observée que pour la gélose sang additionnée d’arabinose et contenant la souche 
DEF438 (fig. 18C). Ainsi, tel qu’attendu, aucune zone d’hémolyse n’a été observée 
sur la gélose où E. coli a été strié (fig. 18A) ni pour la gélose sang additionnée de 
glucose où la souche DEF438 a été striée (fig. 18B). 
 
          
 
Figure 18 : Test d’hémolyse sur gélose sang. 
Détermination de l’activité hémolytique sur gélose sang de mouton A) Contrôle négatif; E. coli B) 
DEF438 sur gélose sang additionné de D- glucose 0.2% et C) DEF438 sur gélose sang additionné de 
L- arabinose 0.2%. La flèche bleue indique la zone d’hémolyse. 
Activation par les groupements thiols. Afin de déterminer si cette hémolysine 
hypothétique identifiée chez Typhi faisait parti des hémolysines activées par les 
groupements thiols, du L-cystéine a été rajouté au milieu de culture. Toutefois, la 
A. B. C. 
E. coli DEF438 réprimé DEF438 activé 
sty4221- sty4221 réprimé sty4221 exprimé 
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régulation de DEF438 ne permettait pas d’observer l’effet de la répression du gène 
sur la gélose. En effet, les géloses utilisées (fig. 19B-C) contenaient de l’arabinose, 
par le fait même il n’y a aucune différence entre la colonie issue de la suspension 
bactérienne préalablement incubée avec arabinose ou glucose. Tel qu’attendu, aucune 
hémolyse n’a été observée sur la gélose ne contenant que de la cystéine (fig. 19A). La 
zone d’hémolyse observée sur la gélose contenant de l’arabinose (fig. 19C) est plus 
faible que celle observée sur la gélose contenant également de la cystéine (fig. 19B). 
L’hémolyse due à la protéine STY4221 peut donc être amplifiée par la cystéine. 
A.   B.  
C.  
Figure 19 : Test d’amplification d’hémolyse par la cystéine. 
Évaluation de l’effet hémolytique de la protéine recombinante STY4221 exprimée par E. coli. A) 
gélose sang de mouton 5 % (v/v) et chloramphénicol, additionnée de cystéine, B) gélose sang de 
mouton 5 % (v/v) et chloramphénicol, additionnée de 12 mM de cystéine et de L-arabinose 0,2 % et C) 
gélose sang de mouton 5 % (v/v) et chloramphénicol et de L-arabinose 0,2 %. L’encadré rouge est un 
agrandissement (1,5X) des points 2 et 3. Cm, chloramphénicol; Cyst, L-cystéine 12 mM; Ara, L-
arabinose. 
Gélose sang, Cm+, Cyst+, Ara- Gélose sang, Cm+, Cyst+, Ara+ 










1 : pBAD18 
2 : pSIF045 (cultivé en présence de D-glucose ) 
3 : pSIF045 (cultivé en présence de L-arabinose) 
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Test de l’activité cytotoxique sur différentes lignées cellulaires. Afin de 
déterminer si l’activité hémolytique de la protéine STY4221 est plutôt un effet 
accessoire d’une cytotoxine, différents tests de viabilité ont été réalisés. En premier 
lieu, une évaluation sommaire a été réalisée en faisant un test au bleu de Trypan. 
Cette évaluation a bel et bien permis de noter qu’il y avait une mort cellulaire, 
toutefois, cette technique n’était pas assez sensible pour détecter une différence entre 
les trois surnageants testés. Un test de cytotoxicité basé sur la relâche du LDH a donc 
été utilisé. Dans un premier temps, l’effet de l’addition de surnageant de culture de la 
souche DEF438 produisant la protéine STY4221 a été testé sur une lignée cellulaire 
de macrophages humains THP-1 (fig. 20A). Notamment, un taux de cytoxicité élevé 
(vert; 93 %) a été décelé lorsque les macrophages sont mis en présence du produit du 
gène sty4221 pour une durée de 24 heures. Parallèlement, un effet cytotoxique 
semblable a également été observé pour le surnageant filtré recueilli des suspensions 
de pBAD18 (noire; 76,2 %) et de DEF438 (rouge; 72,7 %) réprimé, comparativement 
à la courbe de mortalité normale (bleu clair; 35,1 %) après 24hrs (fig. 20A). Or, 
aucune étape de purification de la protéine du surnageant n’a été effectuée, il est 
possible que d’autres protéines et déchets métaboliques auraient très bien pu passer à 
travers le filtre. On pourrait donc s’avancer à dire que le produit du gène sty4221 
semble avoir un effet cytotoxique sur les macrophages humains THP-1. Dans un 
second temps, aucun effet cytotoxique apparent n’a été observé lors de l’exposition 
de cellules épithéliales humaines, HeLa, au surnageant, et ce, peu importe l’origine 
du surnageant utilisé (fig. 20B). La lignée cellulaire HeLa diffère des macrophages 
THP-1, entre autres, de par leur capacité à se multiplier. Toutefois, le taux de 
mortalité entre les cellules exposées à du surnageant n’est pas significativement 
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différent de la courbe de mortalité normale des cellules HeLa en culture. L’effet du 
produit du gène sty4221 pourrait être spécifique aux macrophages. 
A. 
Cytotoxicité THP-1
















































Figure 20 : Test de cytotoxicité sur cultures cellulaires de THP-1 et HeLa. 
A) macrophages humains THP-1 B) cellules épithéliales humaines HeLa en fonction du temps 
d’exposition aux différents surnageants. 
Afin de vérifier l’effet microscopique de la protéine à l’étude sur les macrophages 
après 48 heures d’exposition au surnageant de culture, ces derniers ont été colorés au 
Giemsa. A priori, les macrophages exposés au TSB, uniquement, ne démontrent 
aucune caractéristique anormale ou particulière (fig. 21A). Par contre, l’ajout de 
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surnageant de DEF438 réprimé suffit à réduire le nombre de macrophages. 
Toutefois des macrophages en bon état sont encore observables dans ces conditions 
(fig. 21B), cela correspond également avec les résultats observés lors du test de 
cytotoxicité (fig. 20A). L’ajout de surnageant de DEF438 exprimé a un effet radical 
sur le nombre total de cellules qui diminue, mais aussi sur la morphologie des 
macrophages qui est altérée, lors de cette observation aucun macrophage en bon état 
n’a été observé (fig. 21C). 
A.  B.  
C.  
Figure 21: Détermination de l’effet cytotoxique de STY4221 sur les macrophages THP-I. 
Observation au microscope photonique (40X). Après 48 heures d’exposition à du surnageant (1 :1) de : 
A) du bouillon TSB, B) DEF438 cultivé en présence de D-glucose 0,2 % et C) DEF438 cultivé en 
présence de L-arabinose 0,2 %. 
Infection de macrophages humains. La protéine codée par le gène sty4221 ayant 
démontré une certaine spécificité pour les macrophages, il était normal de s’interroger 
quant à l’importance de ce gène lors de l’infection ou de la survie à l’intérieur des 
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macrophages. Pour répondre à cette question, le gène à l’étude ainsi que la région 
sty4216-4222 ont été délétés du génome de la souche ISP1820, pour ainsi créer les 
souches DEF436 (Δ sty4221) et DEF041 (Δ sty4216-4222). Une infection de 
macrophages a été effectuée et le taux de phagocytose, de multiplication après 2 
heures et de survie des souches bactériennes ont été évaluées à partir d’un décompte 
du nombre d’unités viables. Un résumé de l’infection est ici présenté à la figure 21. 
De toute évidence, la délétion de cette région du génome de Typhi ne semble pas 
influencer l’infection et la survie de Typhi dans les macrophages. On peut donc 
déduire que le gène sty4221 n’est pas nécessaire dans les conditions expérimentales 
testées. Effectivement, en tenant compte des barres d’erreurs, il n’y a pas de 
différence significative entre une infection menée par la souche sauvage et celle des 
deux mutants étudiés. Ainsi, on observe pour les mutants un profil de phagocytose 
identique à celui de la souche sauvage. Tandis que les légères différences observées 
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Figure 22 : Test d’infection de macrophages humains THP-1. 
Test d’adhérence et d’invasion. Les cellules épithéliales ne semblaient pas être 
affectées par le surnageant de culture des souches utilisées. Toutefois, il était logique 
de vérifier si la protéine STY4221 était impliquée dans les étapes d’adhésion ou 
d’invasion de la cellule épithéliale. Pour ce faire des tests d’invasion et d’adhésion 
ont été entrepris en triplicata biologiques et à trois reprises. Les souches utilisées 
étaient mutantes pour le gène sty4221 (DEF436) et l’autre souche (DEF437) portait la 
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même délétion génomique, mais était également porteuse d’un plasmide contenant 
la région sty4216-4222. Ces deux souches ont été comparées à la souche sauvage 
ISP1820. Par contre, pour ce qui est de l’adhésion, les trois souches ont 
vraisemblablement le même phénotype (fig. 23A). Tel qu’attendu, la délétion du gène 
ne semble pas nuire ou favoriser l’adhésion aux cellules épithéliales. Toutefois, les 
profils d’invasion diffèrent entre les souches. En effet, la souche DEF437 semble 
suivre le même patron d’invasion que la souche sauvage. Or, la souche DEF436 
semble être moins apte à envahir que les deux autres (fig. 23B). 
A. 














ISP1820 (w ild type; w t)
DEF436 (w t Δ sty4221)



























ISP1820 (w ild type; w t)
DEF436 (w t Δ sty4221)










Figure 23. Test d’adhésion et d’invasion sur cellules HeLa. 
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Expression et extraction de la protéine STY4221. Une première tentative de 
purification de la protéine à l’étude a été entreprise. Or, il s’agit d’une protéine 
nouvelle et pour laquelle aucun anticorps n’est encore disponible. Nous avons donc 
fait le choix de cloner le gène sty4221 dans un vecteur à moyen nombre de copies 
(pET21) permettant d’étiqueter la protéine produite à l’aide d’une queue de poly-
histidine. En premier lieu, il a fallu déterminer les conditions nécessaires pour 
produire une quantité appréciable et optimale de la protéine STY4221 recombinante. 
En suivant les recommandations du fournisseur (Novagen), la concentration finale 
d’IPTG a été ajustée (résultats non démontrés ici). Aussi, il a été possible de 
déterminer la durée minimum d’induction pour qu’il y ait une production appréciable 
de protéines (fig. 24A). Ainsi, après une heure d’induction, il est possible d’observer 
la présence de la protéine au bleu de Coomassie. Toutefois, trois heures d’induction a 
été retenue comme temps d’induction pour les expériences suivantes. Aussi, en 
effectuant des fractions cellulaires, il a été possible d’identifier la fraction cellulaire 
où se retrouvait en plus grande quantité la protéine recombinante produite (fig. 24B). 
Dans le cas présent, la protéine à l’étude se trouvait dans la fraction cellulaire des 
protéines insolubles, soit les corps d’inclusion. La taille de la protéine recombinante 
obtenue ne peut être déterminée avec certitude avec les outils utilisés. Toutefois, tel 
qu’attendu, la protéine migrée sur gel se situe entre 37 et 50 kDa. Les étapes de 
purification de la protéine n’ont pas été continuées au-delà de ces découvertes. 
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A  B  
Figure 24 : Visualisation de la protéine STY4221 recombinante. 
Gel 10% SDS-PAGE d’échantillons protéiques non-dosés. A) Variation de la production de la 
protéine recombinante en fonction du temps d’induction. (1. échelle moléculaire; 2, pET21 vide et 
induit; les suivants sont DEF440 induit pendant : 3, 15 min; 4, 30 min; 5, 1 hr; 6, 2 hrs; 7, 3 hrs) B) 
Localisation de la protéine recombinante dans la cellule bactérienne suite à un temps d’induction de 
3hrs. (1. échelle moléculaire; chiffre paire DEF440 induit, impaire DEF440 non induit; 2-3 : Fraction 
de l’ensemble des protéines cellulaires; 4-5 : fraction des protéines extracellulaires (surnageant); 6-7 : 
fraction des protéines intracellulaires solubles; 8-9 : protéines intracellulaires insolubles (corps 
d’inclusion). 
1            2       3        4        5         6       7        8        9 
















 4. Chapitre 4 : Discussion 
La présente étude a été entamée dans le but de caractériser la région sty4216-
4222, unique à Salmonella enterica sérovar Typhi, dont l’expression intracellulaire a 
été confirmée dans les macrophages THP-1 [42]. Or, parmi les cinq gènes composant 
cette région, se trouve le gène sty4221 [138] qui, suite à des recherches bio-
informatiques, démontre une certaine homologie de séquence avec une hémolysine 
atypique de Treponema denticola. Conséquemment, de plus amples mesures ont été 
entreprises pour approfondir l’investigation sur ce gène. 
Les études bio-informatiques entreprises ont permis de constater que le 
produit du gène sty4221 partageait de nombreuses caractéristiques similaires à la 
protéine Hly de chez T. denticola. Aussi, la séquence d’acides aminés de STY4221 
porte les résidus d’acides aminés conservés chez les aminotransférases (Fig. 17), ainsi 
que le site de fixation du cofacteur pyridoxal-phosphate nécessaire pour la fonction 
des aminotransférases I/II. Chu et ses collaborateurs ont démontré que la protéine Hly 
de T. denticola possédait non seulement une activité d’aminotransférase, mais 
également une activité hémolytique [26]. Il était donc logique de vérifier si la 
protéine STY4221 possédait également des propriétés hémolytiques. 
Pour ce faire, le gène sty4221 a été cloné dans un vecteur contenant un 
promoteur inductible à l’arabinose (pBAD18) et transformé dans une souche DH5α 
d’E. coli. A priori, la séquence déduite d’acides aminés du gène sty4221 ne possédait 
aucune homologie de séquence avec des hémolysines connues, mise à part Hly de T. 
denticola qui a été caractérisée [26]. L’activité hémolytique de la protéine STY4221 a 
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été testée sur gélose sang, et en respectant le protocole décrit pour la protéine Hly, 
une zone d’hémolyse a été observée. Cette zone était absente sur les géloses inoculées 
avec la souche DH5α et DEF438 réprimée (Fig. 18)  
La protéine Hly a une activité hémolytique amplifiée par la présence de 
cystéine dans le milieu [26]. Habituellement, les hémolysines activées par les 
groupements thiols, généralement retrouvées chez Streptoccocus suis, Clostridium 
perfringens, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, Bacillus alveoli et 
Streptococcus pneumoniae, ont toutes une séquence d’acides aminés similaire [60], 
mais aucune n’a d’homologie importante avec Hly ou encore avec le produit du gène 
sty4221. Néanmoins, cette recherche a tout de même pu démontrer que l’hémolyse 
produite par STY4221 est amplifiée par la présence de cystéine dans le milieu (Fig. 
19), ce qui est typiquement observé chez les hémolysines activées par les 
groupements thiols. Ces dernières ont également, de manière générale, un à deux 
résidus de cystéines par molécule, alors que Hly et l’hémolysine de Typhi en compte 
respectivement six et sept. Les hémolysines activées par les groupements thiols lysent 
généralement les cellules en séquestrant le cholestérol membranaire ou en formant 
des pores dans la membrane [50]. Cependant, la littérature fait peu état de la capacité 
de Salmonella Typhi à produire une hémolyse sur gélose sang dans les conditions 
expérimentales de routine, sauf lorsque les colonies sont formées à l’intérieur de la 
gélose [147]. De la même manière, les hémolysines activées par les groupements 
thiols sont généralement sensibles à la présence d’oxygène et sont activées en 
anaérobiose [60]. Paradoxalement, les hémolysines activées par les groupements 
thiols sont habituellement retrouvées chez les bactéries Gram positif [50]. Or, il 
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semblerait qu’il existe d’autres régions chez Typhi, telle que sty4422-4424 qui 
code pour une kinase sérine/thréonine, habituellement retrouvée chez les eucaryotes, 
mais qui a été récemment découverte que chez les bactéries Gram positif [44]. 
D’autre part, l’hydrophobicité de la séquence déduite de cette nouvelle hémolysine de 
Typhi est beaucoup plus faible que celle des hémolysines dont le mode d’action 
réside dans la liaison à la membrane des érythrocytes [26]. Naturellement, des 
questions persistent quant à la fonction physiologique de la protéine STY4221. À ce 
sujet, Chu et al. [26] posent de nombreuses hypothèses pour ce qui a trait à Hly; il 
pourrait s’agir d’une hémolysine dont le mécanisme d’action serait nouveau ou une 
enzyme impliquée dans la dégradation d’acides aminés et dont l’activité hémolytique 
serait secondaire. Autrement, la cystéine pourrait être utilisée comme substrat par 
l’hémolysine pour la production de H2S, qui est toxique pour la cellule [26]. Ces 
hypothèses sont également valables pour la protéine à l’étude. D’autres manipulations 
expérimentales devront être entreprises afin de mieux comprendre le fonctionnement 
de cette protéine. Ainsi, il faudra trouver les conditions optimales menant à la lyse 
des érythrocytes; telles que les milieux de culture à utiliser pour maximiser la 
production d’hémolysine, vérifier l’effet de la présence versus l’absence d’oxygène 
sur l’hémolyse et de déterminer si celle-ci varie en fonction de l’origine animale des 
érythrocytes utilisés. De plus, il serait possible de détecter la production de H2S par 
l’hémolysine en utilisant des géloses peptone-fer ou autre. 
 Afin de mieux caractériser cette nouvelle hémolysine, des tests de cytotoxicité 
ont été exécutés. Une quantification du LDH relâché est basée sur le fait que cette 
enzyme est strictement cytoplasmique et que sa présence dans le milieu de culture 
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reflète une lyse de la membrane plasmique de la cellule hôte. De manière générale, 
le surnageant d’une suspension bactérienne semble avoir un effet toxique pour la 
lignée cellulaire de macrophages humains THP-1. Néanmoins, le surnageant obtenu à 
partir de la suspension contenant le produit du gène sty4221 a démontré un effet 
cytotoxique supérieur à celui observé pour un surnageant d’E. coli de laboratoire 
(Fig. 20). Ces observations quantitatives ont également été confirmées par une 
observation microscopique qualitative. Par contre, le produit du gène sty4221 ne 
semble pas avoir eu d’effet sur la viabilité des cellules épithéliales humaines HeLa 
(Fig.20). Cependant, la littérature concernant les cytotoxines retrouvées chez 
Salmonella, stipule que ces dernières, souvent retrouvées dans la membrane 
extérieure [81, 130], pouvaient altérer la morphologie des cellules épithéliales, arrêter 
la synthèse protéique et même causer la mort cellulaire [79, 80]. Il se pourrait donc 
que cette hémolysine ou ses produits de dégradation n’aient aucun effet sur les 
cellules épithéliales. Cela pourrait s’expliquer par l’absence d’un récepteur spécifique 
à la surface membranaire ou encore aux différences dans la composition membranaire 
entre les macrophages et les cellules épithéliales. 
Une infection de macrophages humains a été réalisée afin de déterminer si la 
région sty4216-4222 unique à Typhi est impliquée lors de l’interaction avec les 
macrophages. De toute évidence, la délétion de cette région, tout comme la délétion 
du gène sty4221 du génome de Typhi ne semble pas affecter sa capacité à être 
phagocyté ou à survivre dans les macrophages humains. En effet, la phagocytose 
observée pour les mutants et la souche sauvage était identique. Aussi, les patrons de 
survie à 2 heures et à 24 heures étaient également semblables entre les différentes 
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souches mutantes et la souche sauvage (Fig. 22). De plus, le fait d’exprimer plus 
d’une copie de la région (DEF109) ne semble pas non plus être déterminant lors de 
l’interaction avec les macrophages. En toute logique, Typhi n’aurait pas intérêt à 
sécréter une toxine capable de détruire les macrophages au début de l’infection, 
puisque c’est là qu’elle persiste. La fièvre typhoïde consiste en une infection 
systémique et la dissémination dans l’organisme est médiée par les macrophages 
circulants. Toutefois, il est connu que la région est exprimée dans les macrophages 
[42], l’on pourrait donc avancer l’hypothèse que cette nouvelle hémolysine serait 
utilisée lorsque la bactérie quitte le macrophage pour se disperser dans d’autres 
cellules de l’organisme. Ainsi, cette nouvelle hémolysine serait à Typhi ce que la 
listériolysine est à L. monocytogenes (une hémolysine activée par les groupements 
thiols). Or, les résultats obtenus lors de l’infection de macrophages n’acquiescent pas 
en ce sens. En effet, cette théorie se serait traduite par une augmentation du taux de 
survie dans les macrophages, comparativement au type sauvage, puisqu’incapables de 
sortir les bactéries mutantes ne seraient pas tuées par la présence de gentamicine dans 
le milieu de culture RPMI. Les résultats actuels d’infection de macrophages (Fig. 22) 
permettent de postuler l’hypothèse selon laquelle les conditions expérimentales 
utilisées n’étaient pas optimales pour l’étude de la région sty4216-4222 et pour le 
gène sty4221. Ainsi, l’on pourrait modifier le protocole d’infection, par exemple en 
allongeant la période d’observation à 48 heures au lieu de 24 heures. En effet, le 
temps de résidence moyen de Typhi dans un macrophage de l’hôte n’est pas connu, 
l’utilité de la protéine pourrait être important qu’une semaine après l’infection. Il 
serait intéressant d’induire la production de l’hémolysine au sein même des 
macrophages, par exemple en utilisant un vecteur inductible à la tétracycline ou 
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l’IPTG. Conséquemment, il sera possible de déterminer quel est l’effet de la 
libération de l’hémolysine dans les macrophages et non dans le milieu. En outre, un 
PCR en temps réel pourrait aussi être réalisé afin de déterminer à quel moment de 
l’infection le gène sty4221 est exprimé.  
Un test d’adhésion et d’invasion sur cellules épithéliales humaines HeLa a 
également été réalisé. Encore une fois, les résultats expérimentaux obtenus sont les 
mêmes pour la souche sauvage et le mutant pour le gène sty4221 et le mutant 
complémenté (DEF436) (Fig. 23). Ainsi, le gène sty4221 ne semble pas intervenir à 
l’étape d’adhésion à la membrane de la cellule épithéliale. Pour ce qui est de 
l’invasion, aucune différence n’a été observée entre la souche sauvage et la souche 
portant la délétion du gène sty4221 (DEF436). Toutefois, le complément DEF437 
semblait être moins invasif que la souche sauvage et DEF436. Ce phénomène 
pourrait s’expliquer par le fardeau énergétique que représente le vecteur pSIF044. 
Ainsi, la souche survivrait au départ moins bien que les autres souches. Des courbes 
de croissance devront être exécutées afin d’éliminer cette hypothèse. La région 
sty4216-422 a été utilisée pour complémenter le mutant DEF436. Or, il n’est pas 
exclus que ces autres protéines pourraient interférer dans l’interprétation des résultats 
obtenus puisqu’ils se trouvent en plus d’une copie au sein du génome du mutant 
DEF437. Un complément de DEF436 devrait être fait à partir d’un vecteur portant un 
promoteur inductible. Parallèlement, d’autres lignées de cellules épithéliales 
devraient être testées, des lignées cellulaires de muqueuses intestinales devraient 
figurer parmi les différentes lignées de cellules à tester. 
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Afin de raffiner nos connaissances sur les fonctions de la protéine STY4221, il 
était normal de songer à purifier la protéine. Conséquemment, le gène sty4221 a été 
cloné au sein du vecteur pET21a, qui permet d’étiqueter la protéine à l’étude à l’aide 
d’une queue poly-histidines. L’expression et la localisation de la protéine 
recombinante ont été réalisées. Ainsi, la durée d’induction, la concentration d’IPTG 
requis et la fraction cellulaire où l’on retrouve la protéine ont été déterminées. 
Cependant, l’opportunité de purifier cette protéine ne s’était toujours pas présentée au 
moment d’écrire ce mémoire. La purification de la protéine permettrait de déterminer, 
entre autres, la concentration de STY4221 nécessaire pour qu’il y ait un effet toxique 
sur différentes lignées cellulaires (épithéliales ou érythrocytes). La protéine purifiée 
permettrait également de quantifier l’activité d’aminotransférase de la protéine. Une 
fois, la protéine purifiée, il sera également possible de produire des anticorps, qui 
permettront de déterminer avec plus de précision la localisation de la protéine chez la 
souche sauvage. 
Par ailleurs, le type de sécrétion utilisée par cette nouvelle hémolysine reste 
encore un mystère à résoudre. La faible hydrophobicité de la séquence déduite 
d’acides aminés soulève également de nombreuses interrogations quant au mode 
d’action de cette protéine. L’utilisation d’un système de transport de type vésicule de 
la membrane externe (OMV) [146], tel que celui utilisé par ClyA, une autre 
cytotoxine retrouvée chez Typhi, pourrait être une réponse [108]. En effet, ce type de 
vésicules a la capacité de quitter la membrane externe bactérienne et de fusionner 
avec la membrane de la cellule hôte. De plus, des études ont démontré que ClyA, 
également retrouvée chez certaines souches d’E. coli pouvait avoir un effet 
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cytotoxique, même apoptotique sur les cultures de monocytes et de macrophages 
[82]. Autrement, à l’image de la protéine CdtB, STY4221 pourrait être secrétée à 
l’extérieure de la SCV grâce au concours de protéines de transport. De plus, diverses 
méthodes pourront être entreprises, telles que mentionnées, pour vérifier si le produit 
du gène sty4221 est exprimé au niveau de la membrane extracellulaire ou si ce 
dernier est sécrété dans le milieu. 
La régulation du gène sty4221 in vivo est un autre aspect intéressant de l’étude de 
la région dont il provient. Manifestement, la région sty4217-4222 formerait un 
opéron. La fonction des gènes en bordure de sty4221 étant toute inconnue, il est 
légitime de se demander si elles n’étaient pas reliées à l’expression de l’hémolysine. 
Tel que mentionné plus tôt, le gène à l’étude est à proximité d’un gène codant 
probablement pour une protéine interagissant avec l’ADN, qui en d’autres mots 
pourrait avoir une fonction régulatrice quant à l’expression de cette nouvelle 
hémolysine. De plus, un autre gène de l’opéron semble également coder pour une 
protéine régulatrice. Il est possible que l’hémolysine produite soit sujette à des 
régulations post-transcriptionnelles qui pourraient être reliées à sa fonction. Aussi, 
parmi les autres gènes composant la région, se trouve une protéine hypothétique 
membranaire. Cette dernière pourrait être impliquée dans l’excrétion de la protéine 
produite par sty4221. Toutefois, tout cela n’est que supposition, et bien des choses 
sont à découvrir au sujet de cette région. 
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5. Chapitre 5 : Conclusion 
En somme, cette étude à permis de mettre en évidence la présence d’une toute 
nouvelle toxine, unique à Typhi qui n’a pas encore été décrite dans la littérature. La 
protéine STY4221, est présumément une aminotransférase, tel que le démontre les 
domaines conservés lors de l’analyse bio-informatique. De manière expérimentale, il 
a été démontré que cette protéine, tout comme son homologue Hly chez T. denticola, 
possède une activité hémolytique. Or, cette activité est amplifiée lorsque mis en 
présence de cystéine, au même titre que certaines hémolysines retrouvées chez les 
Gram positif. Le mode d’action utilisé par STY4221 pour lyser les cellules est encore 
inconnu. Toutefois, il a été démontré que cette nouvelle hémolysine pouvait 
également avoir un effet cytotoxique peut-être spécifique aux macrophages humains 
THP-1, puisqu’aucun effet sur les cellules épithéliales HeLa n’a été observé. La 
délétion du gène sty4221 ne semble pas affecter le taux de phagocytose ou de survie 
dans lesdits macrophages, dans les conditions expérimentales testées. Le gène 
sty4221 n’a pas démontré d’implication au niveau de l’adhésion et de l’invasion des 
cellules épithéliales HeLa non plus. 
Ce mémoire jette les premières bases de la caractérisation de la protéine 
STY4221, une nouvelle hémolysine unique à Typhi. Ces écrits se veulent une 
contribution à l’approfondissement de nos connaissances du génome de Typhi et à 
une meilleure compréhension des mécanismes utilisés par cet agent infectieux lors de 
sa pathogenèse. Il est intéressant de noter que le gène sty4221 a été suggéré comme 
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